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ANOTACE

Predmétem této diplomové prace je ptiprava nosi¢ovych systémi na bazi chitosanu a jejich
modifikace proteiny (klostrididlni kolagenaza, ovalbumin). U chitosanovych nanovldken
s kovalentn¢ vazanou kolagenazou byl sledovan jejich efekt na hojeni excizni a nekrotické
rany u laboratorniho zvifete. Na nanocastice chitosan/TPP a kopolymeru chitosanu
s PLA/PAA byla pomoci protein nespecifickych analytickych metod sledovana mira
sorpce modelového proteinu ovalbuminu a porovnana se sorpci ovalbuminu na chitosanova

nanovlakna. U obou nanocastic byla dale sledovana kinetika uvolnéni.
KLiCOVA SLOVA

cilené dorucovani 1éCiv, chitosan, nanovlakna, nanocastice, kolagenaza z Clostridium

histolyticum, ovalbumin

TITLE
Drug delivery systems based on chitosan for medicinal application
ANNOTATION

The subject of this diploma thesis is preparation of chitosan support systems and their
modifications of proteins (clostridial collagenase, ovalbumin). The healing effect of chitosan
nanofibers with covalent immobilized collagenase were studied of excision and necrotic
wound on the laboratory animals. An analytical protein nonspecific techniques were used to
monitor the rate of sorption model protein ovalbumin to nanoparticles from chitosan/TPP and
chitosan/PLA/PAA. The release Kkinetics the ovalbumin both chitosan/TPP and
chitosan/PLA/PAA were monitored.

KEYWORDS

drug delivery systems, chitosan, nanofiber, nanoparticle, collagenase from Clostridium

histolyticum, ovalbumin
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Uvod
Tato prace se zabyva nosiovymi systémy na bazi chitosanu, nanovlakny a nanocasticemi,
a jejich modifikaci proteiny, které nachazeji Siroké uplatnéni v mediciné piedevsim v rychle
se rozvijejici oblasti cileného dorucovani 1éciv. Chitosan je snadno dostupny material a diky
jeho antibakteridlnim a dal§im unikatnim vlastnostem, jako je biodegrabilita, biokompatibilita

a netoxicita, je slibnym materidlem zejména v kombinaci s 1é¢ivy, enzymy nebo bunkami.

[1]

Pravé charakterizace druhii dostupnych biokompatibilnich materiali, zptsobi uchyceni
ligandii na povrch nosicovych systémi, moznosti cileného dorucovani latek v organismu,
sledovani uvoliiovani ligandii detekénimi technikami analytické chemie a jejich piehled je

predmétem teoretické Casti této prace.

Néplni experimentalni casti prace je piriprava a modifikace chitosanovych biomaterald
vybranymi proteiny. V praci jsou pouzity nanocastice z kopolymeru polylaktidu
a polyakrylové kyseliny roubovaného na chitosanu (CS/PLA/PAA) z Univerzity TomaSe Bati
ve Zling, nanocastice chitosan/tripolyfosfat (CS/TPP) a chitosanovd nanovldkna
od spolecnosti Nanovia s.r.o, Litvinov. Prvni ¢ast prace se zabyva imobilizaci kolagenazy
z mikroorganismu Clostridium histolyticum na chitosanova nanovlakna a vybérem optimalni
navazky kolagenazy pro ziskani aktivniho nosi¢e. Enzymaticky aktivni nanovldkenny kryt
bude testovan ve spolupraci s Ustavem lékaiské biochemie Lékatské fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové v oblasti hojeni ran. Vyvinuty nanomaterial bude aplikovan na
excizni a nekrotické rany u laboratornich zvitat, konkrétné u ZDF (Zucker Diabetic Fatty Rat)

potkanli a hodnocen z pohledu hojeni, velikosti zahojené jizvy a také vlastnosti materidlu

Druhou casti prace je modifikace nanomateridlli s obsahem chitosanu prostou sorpci
modelovym proteinem ovalbuminem. Vyhodou nanomaterialt je jejich velky mérny povrch.
Sorpce latek na nosiCe s nanostrukturou je jednou 2z moznosti vyuziti materialu
v transportnich soustavach vyuzivajicich strategie pfimého dorucovéni, u trans - dermalnich
a trans - mukoznich aplikaci. Strukturni vlastnosti nosic¢e, povrchové i vnitini, a zplsob

uchyceni 1é¢ivé latky mohou zajistit fizené uvoliiovani 1é€ivé latky.



V ramci rozvijejici se spoluprace na Katedie epidemiologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity Obrany v Hradci Kralové bude u modelového systému polymernich nanocastic
sledovana mira sorpce a kinetika uvolnéni ovalbuminu pomoci technik analytické chemie

zahrnujicich protein nespecifické metody - spektrofotometrické a elektromigracni.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Nosicové systémy - drug delivery systems

K cilenému podavani 1éCiv se vyuziva transportnich a aplikacnich soustav neboli drug
delivery systems (DDSs). Principem cilené aplikace je distribuce 1é¢ivé latky transportnimi
nosici na zédkladé napodobeni biochemickych signali organismu, kde se vyuziva specifickych
vlastnosti cilovych bun€k. Pomoci DDS systémi probiha transport komplexti nosi¢-1€k pouze
do postizeného mista tak, aby 1é¢ivo plisobilo pouze v transportnim cili a nemélo negativni
vliv na okolni zdravé buiiky. [2; 3] Konvenéni podavani 1é€iv bez zdmérného cileni na organ
je casto doprovazeno systémovymi vedlejSimi ucinky, které jsou zplsobeny piedevsim
nespecifickou biologickou distribuci a nekontrolovatelnymi uvoliiovacimi charakteristikami
l1é¢iva. V porovnani s konvencnimi zpusoby 1é¢by, cilené dorucovani snizuje frekvenci
podavani 1éciva (udrzenim lécivé latky v cilovych tkanich/organech po delsi Casovy usek)
a zéaroven zvySuje jejich specifitu a biologickou dostupnost. DalSim divodem pro vyvoj
terapeutik ve spojeni s nosi¢i je zvySeni jejich stability, rozpustnosti, zvySeni ochrany
pred degradaci nebo predCasnou exkreci a omezeni vzniku rezistence. [2; 4] V idedlnim
pfipadé by se meéla léciva latka aktivovat az v cilovém misté transportu a nasledné
po dosazeni maximdlniho léebného ucinku se zcela vyloucdit vcéetné nosice. [2]
Nosi¢e pro DDS systémy jsou vyrabény z pfirodnich nebo syntetickych materialt
kontrolovanymi postupy, které umoznuji zhotovit material na miru pro urcité¢ biologické
aplikace. [3] Latky vazané na transportni nosi¢e nemusi byt vzdy pouze 1éCiva, tj. je mozné
na povrch nosie navézat také sondy, enzymy, rlstové faktory, protildtky nebo bunky

a vakcina¢ni antigeny. [1; 5; 6].

DDS lze rozdé¢lit do Ctyt raznych kategorii: difuzné fizené systémy, chemicky fizené systémy,
systétmy aktivované rozpousStédly a magneticky fizené systémy. Shrnuti druht DDS

a jejich mechanismy kontroly uvolfiovani léku jsou uvedeny v tabulce €. 1. [3; 4; 7; 8; 9]
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Tab.¢. 1: Druhy DDS a mechanismy kontroly uvoliiovani 1ékl. Pfevzato a upraveno z [3]

DDS typ Princip kontroly uvoliiovani léku

Difuzné Fizené systémy Difuze pfes membranu nebo pies polymer

Hydrolyza nebo enzymatické §t€peni volnych skupin a
Chemicky Fizené systémy . .
diftize pres polymer nebo biodegradace a eroze polymeru

Systémy aktivované Osmoéza vody pies polopropustnou membranu nebo sorpce
rozpoustédly vody do polymeru
Magneticky Fizené systémy Vneéjsi magnetické pole a dynamicka sila krevniho ob¢hu

Difzn¢ ftizené systémy, jak uz sdm nazev napovidd, kontroluji uvolnovani Iéku
pomoci difuze. Difuze 1é¢iva miize probihat pfes membranu nebo pies samotny polymer

Vv zavislosti na tom, jakd imobiliza¢ni technika byla k zachyceni 1é¢iva pouzita. [3; 10; 8]

Do chemicky fizenych systémil fadime uvolnovani 1é¢iva na zaklad¢ degradace polymerniho
systému nebo specifického konjugovaného komplexu nosic¢-1é¢ivo. K uvolnéni IéCiva
se vyuziva pfirozenych degradacnich vlastnosti polymerti. Materialy v prostfedi lidského
organismu podléhaji degradaci a erozi tj. dojde k poruSeni celistvosti matrix a naslednému
uvolnéni 1éCiva. [3; 4; 7] Dale se vyuziva specifické vazby k spojeni 1é¢iva a polymerniho
tetézce, kterd je v prostfedi lidského téla hydrolyticky nebo enzymaticky Stépena. Obvykle
tyto komplexy obsahuji jest¢ dopravni systém napt. protilatku zajistujici doruceni do cilové

tkané. [3]

Systémy aktivované rozpoustédly kontroluji uvoliiovani 1é¢iv osmédzou nebo zvétSenim
objemu polymeru tzv. bobtnanim. Systémy fizené osmo6zou se spoléhaji na zatizeni obsahujici
semipermeabilni membranu, pfes kterou rozpoustédlo proudi do komory s lécivem. Nasledné
vypuzeni léCiva je zavislé na zvySujicim se tlaku uvnitf komory. Systémy fizené zménou
velikosti objemu polymerniho nosi¢e jsou vyrobeny z hydrofilnich materiali schopnych
absorbovat velké mnozstvi vody, aniz by dochazelo k rozpousténi matrice. Diflize 1é¢iva ven

Z polymerniho nosice je umérnd mnozstvi absorbované vody. [3; 8]

Magneticky fizené systémy kombinuji polymery s magnetickymi Césticemi. Na zakladé
magnetickych vlastnosti mtize byt C¢astice uvnitf téla smérovana pomoci vné&jSiho
magnetického pole. Aby bylo mozné Uc¢inné kontrolovat pohyb castic, musi byt velikost
magnetického pole vétsi nez hemodynamicka sila krevniho obé&hu. Pii aplikaci in vivo

se pouzivaji materidly s vysokymi magnetiza¢nimi vlastnostmi pfi pokojové teploté (kobalt,
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Tento typ systémi se zejména vyuziva k 1écbé rakoviny. [3; 8; 11] V nasledujicich kapitolach

budou probrany nosice pouzivané v nosicovych systémech, a jejich vlastnosti.

1.2 Biokompatibilni materialy

Biokompatibilni latka je latka, kterd je schopna snaSenlivosti vici zivé hmoté.
Biomaterialy jsou navrhovany tak, aby interagovaly s buitkami, tkdnémi a télnimi tekutinami
v extra Ci intracelularnim prostoru a nasledné¢ v riznych forméach napt. jako docasné
mechanické opory, implantaty ¢i katétry, nahrazovaly tkané narusené nemocemi ¢i jinymi
traumaty. [12] Nov¢jsi definice charakterizuje biomaterialy jako materialy ur¢ené k propojeni
s biologickymi systémy za t¢elem vyhodnocovani, 1éCby, augmentace ¢i nahrazeni jakékoliv
tkané nebo funkce téla. [13] Pfi vyvoji novych biokompatibilnich latek je nutné spojit
poznatky z materidlového inzenyrstvi a lékafstvi. Z pohledu materidlniho inZenyra jsou
dalezité hlavné fyzikalni a mechanické vlastnosti materidlu zahrnujici zejména pevnost,
pruznost, stabilitu a dal$i konstrukéni vlastnosti. Nasledné je vyvinuty material svéten
do rukou lékate, ktery provede klinické studie a testy podle nichZ posoudi, zda je material
vhodnym kandidatem pro pouziti v proménlivém biologickém prostiedi organismu a je-li
tzv. biokompatibilni. [2] Pouziti biomaterialt schvaluje a posuzuje Gfad pro kontrolu potravin

a 16¢iv (SUKL).

Momentalné se navrh novych biomateriali zamétil zejména na napodobovani funkci tkéni,
kter¢ mohou regulovat odpovéd hostitele s pfesné definovanym zplisobem. Nanomateridly
vytvofené z biokompatibilnich latek jsou populdrnim tématem moderni mediciny, protoZe je
mozné z nich pfipravit specifické nosic¢e napt. pro 1éky a nasledné je vyuZit ke kontrolované
1é¢bé 1 v takovych mistech organismu, které jsou bézné jinym lékovym formam nepiistupné.
Zaroven biokompatibilni materialy se vyuzivaji v chirurgii, dentdlnim Iékatstvi, ortopedii,
estetické medicin¢, oftalmologii, tkdnovém inZenyrstvi, regenerativni mediciné

a nanomedicing. [4]

1.2.1 Vlastnosti biomateriali

Lidskeé télo je slozitym a komplexnim systémem, ve kterém probiha nespocet chemickych
reakci nutnych k Zivotaschopnosti organismu. Pfed vlastnim praktickym zavedenim
biomaterialt do klinické praxe, napf. k oSetfeni ran, je dilezité, aby material splioval n€kolik
vSeobecné znamych podminek. I piesto, ze uroven znalosti lidského téla se kazdym dnem

prohlubuji, je velmi tézké naleznout univerzalni ¢i ve vSech smeérech idealni material.
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Momentalné je realné vytvofit takové materidly, které se tomuto idealu alespon pfiblizuji.

Dulezitou vlastnosti materialu je schopnost biokompatibility.

Biokompatibilita je schopnost ,,chytrého* materidlu interagovat s proménlivym prostiedim
organismu tak, aniZz by vyvolaval obrannou akutni nebo chronickou reakci a zistal
neautogennim vii¢i okolni tkani. [13] Kritérium biokompatibility krom¢ samotného materidlu
musi spliiovat 1 jeho degrada¢ni molekuly. Biokompatibilni materidly se mohou rozd¢lit
na biotolerantni, bioaktivni a bioresorbovatelné. Biotolerantni materidly jsou vuci okoli
neaktivni a télo materidl pfijimad bez imunologické reakce. To znamena, ze mezi
implantovanym materidlem a zivou tkani nevznika piima vazba. Naopak mezi bioaktivnim
materidlem a zivou tkani dochazi k vytvofeni pevného spojeni pomoci chemické vazby.
Bioresorbovatelné materialy jsou takové materialy, které se po umisténi do lidského
organismu zacnou rozpoustét, resorbovat a postupné nahrazovat zivou tkan. [14]
Nekompatibilni materidly mohou zpiisobit nevratnd poskozeni jako je trvald destrukce tkani,

nekroza nebo fibroza. [9] Dalsi dileZitou vlastnosti je mira biodegrability v organismu.

Biodegrabilita neboli rozlozitelnost je schopnost latky byt odbourana v organismu. Na tomto
chemickém procesu se podili vice faktort, a to: teplota, pfitomnost kysliku, bakterie, plisné,
svétlo a biologickd dostupnost materialu. V lidském téle se pres chemické reakce a s pomoci
mikroorganismi material biodegraduje do jiné formy, kterd by se méla idedln¢ vyloucit
zorganismu pry¢ bez zanechdni jakékoliv stopy. Ne&které pouzivané materidly jsou
nebiodegradovatelné, a tak zistavaji v organismu, hromadi se a jsou potencialnimi stimulem
imunitniho systému. [1] Biodegradace nosi¢i se obvykle testuje ve fostatovém pufru o pH 7,4
a teploté¢ 37°C, kdy se sleduje stupeii bobtnani a stupeii eroze materidlu. [15; 3] Zaroven
biomateridly by mély byt rozpustné v rozpoustédlech, netoxické, mechanicky pevné,
chemicky, strukturné a aplikacné vSestranné. Neodmyslitelné k dal§Sim podminkdm vyvoje
novych biomateridlii patii jejich pfizniva financni cena. S ¢imz se poji dal§i kritérium,
a to schopnost zpracovavat biomateridly s dostupnym vybavenim a pfistroji v laboratofi.
Dalsi kritéria se odvijeji od dalSich modifikaci nanomateridlli a od zpisobu pouziti a dalsi
aplikace. Biokompatibilni latky je moZné pfipravit z polymeru, které pochazi piirodnich

materidlti nebo z materiald, které jsou uméle syntetizovany.

1.2.2 Polymery
Priméarni surovinou pro vyrobu vldken jsou sacharidy (glukosa, sachardza, celuloza,

kukufi¢ny Skrob) a bilkoviny ziskané z mléka, s6ji, kukufice nebo podzemnice olejné.
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Velikost polymerii se pohybuje od 1 do 100 nm, avSak pro tcely fizeného dorucovani léCiv je
rozmér proménlivy. Rozmér nanomateriala je obvykle 50 - 500 nm. Velikost nanomaterial
ovliviiuje zplisob podani 1é¢iva, které také muze zménit jeho ucinnost. Piehled velikosti
a nanovlaken je jejich velikost a osud v organismu. Klasifikaéni systém rozdé€luje
nanomateridly do ¢ty skupin: I. biodegradovatelné nad 100 nm, II. nebiodegradovatelné
nad 100 nm, III. biodegradovatelné pod 100 nm a IV. nebiodegradovatelné pod 100 nm. [1]
Nanomateriadly lze také rozdélit podle jejich chemické povahy a fyzikdlnich vlastnosti
na kovové materiadly, polovodivé materidly, izolatory, slouceniny odvozené od uhliku,

magnetické nanocastice a materidly odvozené od biomolekul.

Dimenze

nm

um

mm

Velikost

Obr. ¢. 1: Piehled biomateriald: (a-C) ¢astice se sférickym charakterem o velikost nano- (a), mikro- (b) a vétsi
makro- rozméra (c). (d-f) 1-D struktury o velikostech nano-, micro- a macro- (nanovlakna, vlakna) (g - i) 2-D
struktury vyuzivané jako tenké filmy (g), mikrostrukturni (h) ¢i makrostrukturni substraty (h). (j - ) 3-D
struktury vyuzivané jako nanofibrialni hydrogely (j) mikroskopické tkané vyuzivané jako stavebni podpory (k)

nebo jako porovité scaffoldy (I). Pfevzato a upraveno podle [12]

1.2.2.1 Ptirodni materidly
Pfirodni materidly jsou vétSinou nerozpustné ve vodé. Vzhledem k tomu, Ze polymery
se ziskéavaji z pfirodnich zdroji, mohou byt potencidlnim zdrojem necistot (t€zké kovy,

endotoxiny, proteiny), a proto je kladen velky diraz na ¢istotu materidlu. [22] Zaroven tyto
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materidly obsahuji struktury, které mohou slouzit jako receptory usnadiiujici bunécnou
adhezi, s ¢imz souvisi mozné riziko imunologické odpovédi hostitele. Nejvyuzivanéj$imi

ptirodnimi polymery jsou chitin a kolagen. [23; 24]

Kolagen je vlaknity protein, ktery je zakladnim stavebnim kamenem vSech pojivovych tkani
tzn., vyskytuje se v kostech, slachach, chrupavkach, vazivu a extracelularni matrix. Tvoii 25 -
30 % vSech proteint v téle savel a podle vyskytu v téle rozliSujeme kolagen I, II, III, IV a V.
Diky jeho vSudypfitomnosti a dobré biokompatibilit¢ je hojné vyuzivan pii tvorbé nosicii
Vv tkanovém inzZenyrstvi. [16] Kolagen je schopen do urcité miry pfizptisobit své molekularni
vlastnosti na vn¢j$i odpory ¢i sily, které jsou na n¢j vkladany. Zménou molekularnich
vlastnosti dochazi ke spusténi kaskady né€kolika biochemickych reakei, v dasledku kterych je
indukovana bunécna regenerace a rust tkané. [13] Kolagen disponuje nejen biokompatibilitou
ale také histokompatibilitou, soudrznosti, koheznimi vlastnostmi, vysokou porozitou
a schopnosti kombinace s dal§imi materidly. Naopak nevyhodou kolagenu je rychly polocas
rozpadu, nizkd mechanicka odolnost a nestabilita ve vodném prostiedi. Rychlost degradace,
porozita a velikost port kolagenu mize byt méiena velkou skalou chemickych a fyzikélnich
metod. Nasledn¢ tyto vlastnosti mohou byt modifikovany a pfizptisobeny podle konkrétnich

pozadavki na uplatnéni materialu. [16]

Zelatina je piirodni protein vznikajici hydrolyzou kolagenu. Diky rozvolnéni proteinovych
fibril je hydrolyza kolagenu nevratna. Zelatina je snadno dostupnd a je povaZovana
za univerzalni material, protoze jeji degradacni produkty vykazuji minimdlni antigenicitu.
V zévislosti na izoelektrickém bod¢€ zelatiny je moZzna modifikace jiz béhem vyrobniho
procesu tak, aby vznikla Zelatina s pozitivnimi kyselymi nebo negativnimi bazickymi
skupinami. Nasledné ve fyziologickém pH lze vytvofit pomoci elektrostatické interakce
komplex nabita biomolekula a Zelatina, ¢ehoz se vyuziva zejména v cileném dorucovani léciv
&i vytvateni scaffoldi. [17; 18] Zelatina byla Gifadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (SUKL)

uznana vSeobecné bezpe¢nym materidlem. [17]

Chitosan vznika hydrolytickym §tépenim acetylové skupiny chitinu v alkalickém prostiedi.
Chitin je pfirozen¢ vyskytujici se polysacharid a po celuloze je druhym nejrozsifenéjSim
polysacharidem v piirodé. Vyskytuje se zejména v cytoskeletu korysi, mekkystu a hmyzu.
Chitosan je linearni a hydrofilni molekula, ktera se sklada z jednotek glukosaminu a N-
acetylglukosaminu. [19] Jedna se o polysacharid s nizkou molekulovou hmotnosti pohybujici

se od 100 do 500 kDa. [20] Na zakladé stupné acetylace molekuly polysacharidu je mozné
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rozlisit, zda se jedna o chitosan ¢i chitin. [19] Chemicka struktura chitosanu a chitinu je
znazornéna na obrazku €. 1. Dtlezitym rysem chitosanu, zvlasté kdyz je formulovan ve formé
Castic a podavan parenteralné nebo trans - mukozné, je to, ze mize byt odebran a poté
zpracovan antigenem prezentujici bunikou, coz je ucinek, ktery iniciuje imunitni odpovéd’. [5;
6] Materialy tvofené chitosanem jsou biokompatibilni, biodegrabilni, netoxické a na zakladé¢
zmény pH a teploty jsou schopny zménit svou strukturu. [19] Zaroven je chitosan schopen
vazat kovové ionty, snizuje hodnoty cholesterolu, ptsobi jako antioxidant, ma antifungicidni
a antibakterialni uc¢inky proti Sirokému spektru mikroorganismii. Za tyto unikatni vlastnosti
chitosanu je zodpovédna volnd aminova skupina na B-uhliku, kterd poskytuje molekule velky
potencidl k wvyuziti v Sirokém rozpéti biotechnologii, napt. v cileném dorucovani 1écCiv,
bunééném a tkanovém inzenyrstvi, ale také v potravinaistvi ¢i zemédélstvi. [20] Polymerni
materidly  slozené  zchitosanu  lze  formovat do  vldken, filmG,  geld

¢i nanomaterialt. [25]

CH,OH CH,OH
O O
0 o
OH OH
NHCOCH, NH,
L dn L in
Chitin Chitosan

Obr. 2: Chemicka struktura chitosanu a chitinu. Prevzato z [20]

Celuloza je nejhojnéjSim zastoupenym organickym polymerem na planeté. Je soucasti
bunéénych stén rostlin, fas, hub a bakteridlnich biofilmti. Sklad4d se z né¢kolika stovek
monosacharidovych jednotek glukézy a tvofi tak linedrni polysacharid, ktery je
biokompatibilni a pevnou slozkou bunéénych membran. VétSina zivocichtll, véetné ¢loveka,
nedisponuje enzymy, které by rozstépily glykosidickou vazbu mezi jednotlivymi jednotkami

glukdzy, a nedokaze tak celuldzu rozloZit. Celuldza je nerozpustna ve vodé. Na zakladé téchto

21



vlastnosti se zda slibnym materidlem pro regenerativni medicinu. Nicméné zatim jeji aplikace

se doposud dostala jen na ptredklinické a klinické studie. [21]

Alginat je polysacharid vyskytujici se ve znaéném mnoZzstvi v bunécnych sténach hnédych
fas ¢i jako polysacharidovy produkt bakterii ¢eledi Azotobacter a Pseudomanas. [21] Alginat
je biokompatibilni, netoxicky, minimaln¢ imunogenni, finan¢n¢ pfijatelny a snadno tvorti gely
po ptidani dvojmocnych kovil. Alginat je u savcl nedegradovatelny, protoze postradaji enzym
alginasa, ktery degraduje polymerni fetézce. Jedinou moznou degradaci alginatu je jeho
oxidace, tj. uvolnéni dvojmocnych kationtd a rozpu$téni gelu. Pii rozpusténi gelu je
molekulova hmotnost vétSiny fragmentd vetsi neZ je prah ledvinné clearance, a proto s velkou
pravdépodobnosti alginat neni uplné odstranén z organismu. [22] Alginatové hydrogely lze
ptipravit riznymi zpusoby zesiténi a jejich strukturni podobnost s zivymi tkanémi umoznuje
Siroké vyuziti. Pfikladem mohou byt alginatové obvazy, které jsou vhodné k oSetfeni ran,
nebot’ udrzuji fyziologické vlhké prostfedi, minimalizuji vyskyt bakteridlni infekce
a napomahaji procesu hojeni. [13] Tyto obvazy se vytvaieji iontovym zesitovanim alginatu
s ionty vapniku za vzniku gelu a naslednym zpracovanim do lyofilizovanych poréznich archa.
Alginat se rovnéz vyuziva v kombinaci s chitosanem v odvétvi cileného dorucovani 1éCiv.
[22] SUKL schvalila pouzivani téchto piirodnich polymerii v obvazech na rany (Comfeel
Plus®, Kaltostat®, Askina® Calgitrol Thin), také jako léCiva proti paleni zahy a refluxu
(Gaviscon), viedl nebo k ztraté hmotnosti. [21; 26; 27]

Hyaluronova kyselina (HA) je linearni glykosaminoglykan s velkou molekulovou hmotnosti,
ktery se pfirozen¢ vyskytuje v mezibunééné hmoté a je soucasti pojivove, epitelidlni
a nervové tkané. V téle se vyskytuje také v podobé soli, a proto se v nckteré literatuie
oznacuje jako hyaluronan. [28] Kyselina hyaluronova je vysoce biokompatibilni a je schopna
regulace angiogeneze pomoci stimulace endotelidlnich prekurzorti bunék k jejich proliferaci
a rustu. Zaroven kyselina hyaluronova je schopna citlivé reagovat na zmény pH, a proto je

velmi perspektivnim materialem v odvétvi hojeni ran a cileného dorucovani 1é¢iv. [29; 30]

1.2.2.2 Syntetické materialy

NejcastejSimi biodegradabilnimi syntetickymi polymery jsou kyselina polymlécna (PLA),
kyselina polyglykolova (PGA) a polyvinyl alkohol (PVA). Slozeni syntetickych polymert je
piesné definovano. Jednotlivé polymery je mozné vzajemné kombinovat, a tak vytvofit velké
mnozstvi kopolymert s odliSnymi vlastnostmi, které urcuji miru jejich biokompatibility

a biodegrability. [31] Jejich degradace probiha ptfedev§sim mechanismem hydrolyzy
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nestabilnich esterovych vazeb v polymernim fetézci. [15] S porovnanim s pfirodnimi
polymery tyto materidly vykazuji hor$i adhezi bun€k v diisledku nepfitomnosti bunéénych

receptorti. Vyhodou syntetickych materialt je vyborna mechanickéd odolnost.

Kyselina polymlééna je linearni, alifaticky polyester kyseliny mlééné derivovany
Z obnovitelnych zdrojt jako je kukufice, brambory, cukr a jiné zeméd¢€lské produkty. PLA je
chirdlni molekula a vyskytuje se ve dvou opticky aktivnich izomerech L (PLLA) a D (PDLA).
Tteti variantou kyseliny polymlécéné je racemat z obou izomerti ozna¢ovany jako PDLLA. L-
izomer PLA a racemat PDLLA jsou krystalické latky, zatimco PDLA je vzdy amorfni. Stupen
krystalizace a reaktivita polymeru je dina i pomérem zastoupeni izomerd L a D v molekule
kyseliny polymlééné. Na zékladé odlisSnych vlastnosti kazdého typu PLA se rozliSuje, jaky
material je na co vhodny. Na piiklad materidl z PDLLA se pouziva pii cileném dorucovani
1é¢iv na zdkladé¢ schopnosti udrzeni jednofazové struktury. Materidl z PLLA je vhodny
ve tkdnovém inZenyrstvi, kde je zapotiebi dobrych mechanickych vlastnosti. Materidly Cisté
pouze z PLA pfi uvedeni do provozu vykazuji mnoho omezeni jako je kiehkost, Spatnd
osteoindukce a nekontrolovatelna degradace. Pro oddaleni degradace se do molekuly zavadi
latky s nizkou molekulovou hmotnosti napt. sorbitol nebo glycerol. Degradaci PLA vznika
kyselina mlécnd, kterd se bézn¢ vyskytuje v lidském organismu a snadno se metabolizuje
Vv citraitovém cyklu na vodu a oxid uhli¢ity. PLA je biokompatibilnim materidlem a jeji
metabolity jsou netoxické, a proto jeji vyuZivani v medicing bylo schvaleno ufadem SUKL.
[32]

Kyselina polyglykolova je hydrofilni polyester kyseliny glykolové. PGA je mechanicky
odolna, biokompatibilni, netoxickd a nerozpustna v organickych rozpoustédlech. Zaroven je
vysoce biodegrabilni, kdy rychlost degradace oproti ostatnim syntetickym polymerim je
jedna z nejrychlejsich. PGA velmi snadno podléha hydrolytické degradaci, a proto pii pouziti
tohoto materidlu je nutné dodrzovat striktni podminky pro manipulaci. Degradace PGA
probihd ve dvou fazich, kdy nejprve dochdzi k jednoduchému esterovému Stépeni
za pritomnosti vody a nasledné k degradaci krystalickych oblasti polymeru. PGA se degraduje
na kyselinu glykolovou, kterd se bézné vyskytuje v lidském organismu a metabolizuje se
v citratovém cyklu. Kyselina glykolova je metabolizovdna na oxid uhli¢ity a vodu a je
pro organismus piirozenym metabolitem. I pfesto ve vysokych koncentracich muize zptisobit

lokalni poskozeni v disledku zvyseného okyseleni. [33]
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Polyvinylalkohol je netoxicky, ve vod¢ rozpustny, vysoce krystalicky a biokompatibilni
polymer. Obecné je PVA snadno dosazitelnym materidlem, ma relativné nizké vyrobni
naklady a je vhodnym pro tvorbu kopolymerti s ptirodnimi polymery. [34] PV A je nenabitym
a relativné hydrofilnim materialem, a proto je vhodny k tvorbé hydrogelti. Na druhou stranu
se PVA hife integruje do zivych tkdni a md pomérné¢ omezenou biologickou rozlozitelnost.
PVA byl schvalen jako nosi¢ 1€kt proti rakoviné prostaty, déloznich myomu a endometriéze

(Lupron Depot®, Zoladex LA Depot®). [15; 27; 35]

Polyakrylova kyselina (PAA) je stabilni polymer, ktery ma diky pfitomnosti karboxylovych
skupin v molekule mirn¢ kysely charakter. PAA se vyuzivd zejména k tvorbé hydrogelt,

do kterych se zabudovavaji povrchové aktivni latky a 1é¢iva. [36]

1.2.3 Polymerni nanostruktury
Polymerni nanostruktury lze syntetizovat z vyse uvedenych polymert a v zavislosti na pouziti
zpusobu piipravy nosice mohou byt 1é¢iva zachycena uvniti nebo pfipojena k nosné matrici
polymeru. Vybér materidlu nosi¢e pro imobilizaci nejriznéjSich typl aktivnich latek je
stézejnim krokem celého procesu. V zavislosti na pouzitém materidlu jsou definovany
specifické pozadavky. Naptiklad materidly pouzivané pro navdzani enzymid musi byt
chemicky, fyzikaln¢ a biologicky stabilni po cely ¢as imobilizace. Rovnéz nesmi byt toxicky
a musi vykazovat mechanickou odolnost. Zaroven velky vliv na volbu materidlu ma i cena
materialu. [37] Polymerni nanostruktury jsou nejcastéji pfipravovany
elektrohydrodynamickymi (EDH) technikami, které k vyrobé vldken a castic vyuzivaji
elektrostatické sily. Pro vyrobu nanovldken a nanocastic se vyuziva dvou EDH technik,

a to electrospinning a electrospraying. [38]

Electrospinning (elektrosptadani) je oblibenou a preferovanou technikou vyroby nanovlaken,
zejména diky jednoduchému provedeni, malym nakladiim a pouZitelnosti pro Siroké spektrum
pfirodnich a syntetickych polymert. Principem vytvofeni nanovldkna je vlozeni silné¢ho
elektrického potencialu na polymerni kapalinu (roztok nebo taveninu) v kapilafe. Na povrchu
kapicky polymerni kapaliny dochazi k nahromadéni ndboje. Ve chvili, kdy povrchové napéti
kapicky prevysi odpudivé sily, je vystfelen proud nabité kapaliny smérem k uzemnéné
elektrodé. Nasledn€¢ dochazi ke stabilizaci, prodlouzeni, odpaieni rozpousStédla a tvorbé
vlaken. Touto technikou vznikaji trojrozmérnd nanovlakna s velkym povrchem a otevienou

porézni strukturou podobajici se extracelularni matrix. [38; 39]
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Electrospraying (elektrorozprasovani) je technika pouzivana pro vyrobu aerosolu nanocastic.
Princip vzniku nanocéstic je podobny jako u techniky electrospining. Rozdil mezi témito
metodami je zaloZen na koncentraci roztoku polymeru. Je-li koncentrace polymeru vysoka,
dochazi ke stabilizaci a naslednému vzniku vlakna. Naopak pokud je koncentrace roztoku

nizka, dojde k destabilizaci a vytvofeni jemnych kapicek nanocastic. [38; 40]

Chitosan pro tvorbu nanovldken a nanocastic témito technikami je vhodnym materidlem,
protoze jeho slaba bazicka povaha a silné intramolekularni vazby mezi hydroxylovou
a aminoskupinou ho ¢ini termostabilnim a odolnym viici silnému elektrickému potenciélu.
Aminova skupina chitosanu je snadno protonovatelna, a tak je chitosan rozpustny ve vod¢.
Také je rozpustny v organickych kyselinach pfi nizkém pH jako je kyselina mravenci, vinna,
citronovd nebo octova. [9] Na obrazku ¢. 3 jsou snimky ze skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM), které zachycuji proces vzniku chitosanovych nanocastic a nanovlaken

Vv rizné koncentrovanych roztocich chitosanu.

F
[
'?f

Sy

A ]

Obr. ¢. 3: SEM snimky vzniku chitosanovych struktur (nanoc¢astic,nanovlaken) metodou electrospinning

Pievzato z [41]

Tvar, velikost, morfologii a sloZzeni nanostruktur je mozné ovlivnit zménou reakcnich

podminek vyrobniho procesu ¢i druhem materialu.
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1.2.3.1 Nanocastice

Nanocastice z chitosanu maji podobné, ale optimalizovanéjsi vlastnosti neZ normalni roztok
chitosanu, jak bylo potvrzeno ve studii, ktera srovnavala roztok inzulinu chitosanu
a jeho nanocastice, u kterych nanocastice vykazovaly ucinngjsi 1éCbu pfi snizovani hladiny
glukozy v krvi. [9; 42] Nanocastice jsou v posledni dobé syntetizovany technikou zaloZenou
na tvorb¢ kovalentnich nebo iontovych vazeb mezi fetézci polymeru pomoci sitového ¢inidla
tripolyfostat (TPP). [43] Tento postup piipravy nanocastic nezahrnuje pouziti organického
rozpoustédla nebo vysoké teploty, a proto je vhodny zejména pro tepelné citlivé terapeutické
¢inidla jako jsou proteiny, peptidy, hormony a vakciny vlozené ¢i pfipevnéné do ¢asticovych
systémi s chitosanem. Tvorba nanocastic muze probihat nejen ze samotného chitosanu,

ale i v kombinaci s jeho derivaty. [9]

Nanocastice pouzivané v bioanalytickych stanovenich se podle struktury mohou rozdélovat
na polymerni micely, dendrimery, liposomy, tuhé lipidové nanocastice, virové nanocastice,
fullereny, nanotrubice, kovové a magnetické nanocastice. Struktury moznych polymernich

nanocastic je zobrazena na obrazku €. 4.
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Obr. ¢. 4. Typy polymernich nanocastic pro drug delivery systémy. Pievzato a upraveno podle [44]
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Polymerni micely jsou kulovité utvary slozené z kopolymerid, které maji hydrofilni
a hydrofobni charakter. Podobné jako fosfolipidy tvofici membrany maji polymerni micely
schopnost samouspotradani ve vodném roztoku. Hydrofobni ¢ast micely slouzi jako rezervoar
pro léciva Spatné rozpustnych ve vod¢, zatimco hydrofilni Cast micely stabilizuje celou

molekulu a zptisobuje rozpustnost ve vod€. Primérna velikost micely je 3 - 50 nm. [44]

Dendrimery jsou makromolekuly s pravidelné vétvenou strukturou. Dendrimery se skladaji
z centralniho jadra, ke kterému jsou pfipojeny opakujici se monomerni jednotky wvnitini
a vnéjsi vrstvy. Jadro dendrimeru uréuje tvar a zpasob vétveni. Uvniti molekuly dendrimeru
je pomérné velky prostor, do n¢hoz je mozné zapouzdiit aktivni latku a na jeho povrch

navazat molekuly nebo receptory pro cileni. Velikost dendrimeru se pohybuje do 10 nm. [44]

Liposomy jsou kulovité struktury tvofené fosfolipidovou dvouvrstvou z ptirodniho
nebo syntetického polymeru. Jednotlivé fosfolipidy se ve vodném prostiedi samoorganizuji,
a tak liposom ziskava dulezité fyzikalni a chemické vlastnosti (permeabilitu membrany,
sterické uspofadani a konstantni rozloZeni naboje). Primérna velikost liposomu je 100 nm.
[44] Liposomy lze rozd€lovat na malé unilamelarni vezikuly (0,02 - 0,2 um), velké
unilameléarni vezikuly (0,2 - 1 pm), obrovské unilamelarni vezikuly (> 1 pm) a multilamelérni
vezikuly (> 1 pm). Rozdilné struktury liposomu jsou porovnidny na obrazku
¢. 5. Liposomy jsou slibnymi nosi¢i 1é€iv, avSak vykazuji nizkou stabilitu a transfekéni
ucinnost po intravendzni aplikaci. Zarovenl jsou rychle odstraiiovany z krevniho obéhu
prostiednictvim retikuloendoteliarniho systému v Zivych bunkach. Liposomy lze stabilizovat

zabudovanim hydrofilnich skupin do lipidové dvojvrstvy. [3]

o 0@0
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Obr. ¢. 5: Schematické znazornéni struktury liposomu v zavislosti na jejich velikosti a poctu lamel. Prevzato z

(3]
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Tuh¢ lipidové nanocastice jsou tvoreny koloidy tuhych triglyceridi. Oproti liposomim jsou
stabiln€j$i a vykazuji mensi toxicitu. Tyto nosice jsou vhodné zejména pro lipofilni léCiva,
ktera mohou byt v povrchové vrstvé, uvnitf jadra nebo rozptylené v celém objemu
nanocastice. [3]. RozliSujeme tfi typy modifikovanych pevnych ¢astic: amorfni typ,
imperfektni typ a slozeny typ. Amorfni typ nanocastice obsahuje kombinaci tuhych lipidi
a triglyceridu se sttedn¢ dlouhymi fetézci, které udrzuji 1€k v amorfnim stavu. Imperfektni typ
nanocastice obsahuje tuky s riznorodym prostorovym uspotradanim, coz znesnadiuje ulozeni
1éku v amorfnich klastrech. Ve sloZzeném typu nanocastice rozpustnost lipofilniho 1é¢iva klesa
béhem procesu skladovani. Kontinudlni snizeni rozpustnosti 1é¢iva vede k jeho naslednému
vylouceni z lipidovych nanocastic. Pro zlepSeni rozpustnosti 1éCiva se do slozené¢ho typu

nanocastic piidava kapalna olejova piimes. [45]

Nanocastice z koloidniho zlata jsou komeréné dostupné v mnoha velikostech a jsou dobie
detekovatelné i v nizkych koncentracich. Vyuzivaji se k zobrazovani molekul, transfekci genti

a cilené distribuci l1éCiv. [1]

Magnetické cCastice jsou tvofeny magnetickym jaddrem a ochrannym obalem. Polymerni
ochranny obal zabranuje styku se vzorkem a umoziuje Upravu nosice za ucelem cilené
separace magnetickym polem. Magnetické castice se aplikuji injekén€ do krevniho obé&hu
a nasledné jsou pomoci magnetického pole pfivedeny do cilového mista. Prvni klinické studie
se uskutecnily jiz v roce 1996, kdy magnetické Castice byly pouZity k cileni nadorové tkané.
Magnetické castice jsou atraktivnimi také zeyména pro jejich potencial v zobrazovacich

technikach. [3]

Virové nosi¢e pochazeji z bakterii a rostlin. Viry s velkou ucinnosti infikuji a dodavaji
geneticky obsah do hostitelské buiiky, a tak jsou potencionaln€ atraktivni alternativou

Vv oblasti doru¢ovani 1é¢iv. [3]

Fullereny a nanotrubice jsou nosic¢e tvorené atomy uhliku. Fullereny jsou obvykle uspofadany
do vrstvy pétithelniku vzajemné prostorové svinutych nejcasteji do tvaru koule. Nanotrubice
jsou podlouhlé tutvary podobné fullerentim. Uhlikové nosi¢e se vyznacuji ultra lehkou
hmotnosti, vysokou pevnosti a elektrickou vodivosti. Na =zakladé jejich perfektné

organizovan¢ struktufe jsou vhodnymi nosici v systému dodavani 1é¢iv. [3]
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1.2.3.2 Nanovlikna

Nanovlakna mohou byt upotfadana v plosnych nebo v objemovych strukturach. Charakteristickym
znakem plosnych nanovlaken je jejich uspotadani. Nanovlakna jsou naskladana ptes sebe, témer
nevystupuji do okoli a pfipominaji standardni textilni materidly. V zavislosti na orientaci vlaken
je mozné nanovlakenné struktury rozde€lit na netkané textilni ttvary a tkané textilni tutvary.
U netkanych textilnich nanovldken jsou jednotlivé vlakna nahodile seskupena, naopak u tkanych
textilnich utvart je smér vlakna béhem vyrobniho procesu usmérnén. Dale mezi plosné struktury
lze zatadit linedrni vldkna neboli nité, ale tyto struktury nejsou bézné vyrdbény kvili
technologickym obtizim pfi jejich pfipraveé. Plosné nanovlakna se vyuzivaji jako kryci materialy
pii hojeni ran nebo jako soucast separacnich piistroji. Objemové struktury se podobaji plosSnym
strukturdm s tim rozdilem, Ze nanovldkna plnohodnotné vystupuji i do tfetitho rozméru. I v tomto
ptipad¢ by bylo mozné rozdélit objemové nanovldkna s uspotfddanymi a neusporddanymi vldkny.
Prevlada vyroba utvarti s nahodnym usporadanim vlaken, které ptipominaji vatu o rizné hustoté.
Nanovldkna se mohou vyskytovat i v jinych formach, napiiklad jako povrchové nanosy

nebo roztrousené v matrici keramiky ¢i plastu. [46]
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1.2.4 Metody fyzikalné-chemické charakterizace biomateriali
Vzhledem Kk tomu, ze obecné nanomaterialy, nosi¢ové systémy a jejich charakterizace je
velmi popularni tématikou napti¢ védnimi obory, existuje velké mnozstvi souhrnnych clanku
na toto téma. Upraveny a pievzaty prehled instrumentilnich technik pouzivanych
pro strukturdlni a fyzikaln¢ chemickou charakterizaci nanomaterialti a nosicovych systému je
uveden vtabulce ¢. 2. Vtabulce ¢. 3 je uveden piehled instrumentalnich technik

pro charakterizaci komplexu material-1écivo.

Tab. ¢. 2: Piehled metod pro analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti nanovlaken, nanoc¢astic a nosi¢ovych

systému. Pfevzato a upraveno z [47; 48; 49]

Technika Analyzovatelné fyzikalné-chemické vlastnosti materialu

UV-VIS spektroskopie

Velikost materialu

Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Hydrodynamické rozlozeni velikosti materialu

Zeta potencial

Stabilita povrchového naboje a struktura materialu

Infracervena spektrometrie s Fourierovou

transformaci (FTIR)

Vlastnosti povrchu materialu

Spektroskopie nuklearni magnetické

resonance (NMR)

Velikost (nepiimo), struktura, sloZeni, Cistota, konformacni

zmény materialu

Transmisni elektronova spektrometrie

(TEM)

Velikost, tvar, heterogenita, agregace a disperze materialu

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Molekulova hmotnost, sloZeni, struktura a vlastnosti povrchu

materialu (sekundarni iont. MS)

Fotoelektronova spektrometrie (XPS)

Elementarni a chemické slozeni povrchu materialu

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Velikost, tvar, agregace a disperze materialu

Skenovaci tunelova mikroskopie (STM)

Velikost, tvar, struktura, disperze a agregace

Opticka skenovaci mikroskopie v blizkém

poli (NSOM)

Velikost a tvar materialu

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Velikost, tvar, struktura, sorpce, disperze, agregace a

vlastnosti povrchu materialu

Rengenovi krystalografie (RTG)

Velikost, tvar a struktura krystalickych materialti

Elipsometrie

Optické vlastnosti materialu

BET (N2 adsorp¢ni izoterma)

Velikost a distribuce port materialu
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Tab. ¢. 3: Piehled metod pro analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti komplex material - 1é¢ivo. [47; 48; 49]

Technika Analyzovatelné fyzikalné-chemické vlastnosti material-1é¢ivo

Analyza funkéni skupiny,
Infracervena spektrometrie (IR) ) )
struktura a konformace material-1é¢ivo

Stanoveni kritické asociacni koncentrace komplexu material-

Fluorescen¢ni spektroskopie lé¢ivo, obsah 1éciva a

in vitro uvoliiovani 1é¢iva

Vysokotlaka kapalinova chromatografie . ) ) )
Obsah 1é¢iv, in vitro uvolnovani l1éCiva, Cistota 1éCiva

(HPLC)
Diferencialni skenovaci kalorimetrie Fyzikalné-chemicky stav a mozné
(DSC) interakce material- 1é¢ivo
Hmotnostni spektrometrie (MS) Uvolnovaci studie komplexu materil-le¢ivo

1.3 Imobiliza¢ni techniky ligandi do nosi¢ovych systémi

Nanocéstice a nanovlakenné materialy jsou perspektivnimi systémy pro cilené dorucovani
1é¢iv zejména diky své rozmérové podobnosti s extracelularni matrix, ktera pii distribuci
1é¢iva hraje velkou roli. [39] Zéaroven tyto materidly maji velky povrch vhodny k navézani
latek, naptiklad: 1éCiva, sondy, enzymy, proteiny, bunky aj. Molekuly lze na povrch
biomaterialii imobilizovat nebo je zabudovat ptimo do jejich struktury pfi vyrobnim procesu
nosice. [1] Imobilizaéni techniky lze rozdélit na vratné a nevratné. Mezi vratné imobilizacni
techniky se tadi adsorpce, afinitni vazba, chelatace a vazba skrze disulfidické miustky.
Nevratné imobilizacni techniky jsou entraptment, enkapsulace, kovalentni vazba
a crosslinking. Na obrazku €. 6 jsou zobrazeny techniky, které se vyuzivaji i k imobilizaci

enzymu.
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Obr. €. 6: Schéma principti imobilizaénich technik. Pfevzato a upraveno podle [50]

1.3.1.1 Adsorpce

Nejjednodussi metodou reverzibilni imobilizace je adsorpce. Imobilizace enzymil je zalozena
na vzniku slabé vazby, na které se podileji vodikové mistky, Van der Waalsovy sily, iontové
a hydrofobni sily. Tato metoda je snadné a finan¢n€ nendro¢nd, avSak velice citlivd na zménu
pH, teploty a iontové sily. Pii zmén¢ okolnich podminek dochazi k nezadoucimu masivnimu

uvolnéni ¢i Gplné desorpci enzymu. [37; 51; 52]

1.3.1.2 Afinitni imobilizace

Technika afinitni imobilizace je zalozena na interakci antigen-protilatka. Nosna matrice se
vyrabi specificky pro dany enzym a obsahuje protilatky proti specifickym epitopiim antigenu.
Metoda je velmi specifickd, avSak diky tomu, Ze se na imobilizaci podileji protilatky, neni

ekonomicky vyhodna. [37; 51; 53]

1.3.1.3 Chelatace

Dalsich technikou je chelatace, kdy na nosi¢ je mozné imobilizovat pfechodné kovy. Nosi¢
neni schopen obsadit vSechna koordina¢ni mista kovu a zbyvajici volna mista lze obsadit
ligandy vazajicimi se na kovy (histidin, tryptofan, tyrosin, cystein a fenylalanin) a umoznit
tak vazbu enzymu. Chelatace se vyuziva v chromatografickych metodach, zejména kvuli

snadné regeneraci a pevnosti vazby. [51; 54]
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1.3.1.4 Disulfidické mistky

Casto se chybné mezi varianty kovalentni vazby zafazuji i interakce realizované skrze
disulfidické mistky. Disulfidické mistky poskytuji velmi pevnou vazbu. Vyhodou vazby je
moznost ovlivnéni reaktivity thiolové skupiny zménou pH. I pfesto, Ze vazba je pevna, lze ji
snadno rozstépit za pomérné mirnych podminek. Proto jsou disulfidické mistky fazeny

k reverzibilnim imobilizaénim technikam. [37; 52]

1.3.1.5 Kovalentni vazba

Nejrozsifenéjsi imobiliza¢ni technikou je uchyceni enzymu pomoci kovalentni vazby.
Kovalentni vazba je pevna, stabilni a nevratna. Podstatou vazby je reakce elektrofilnich
skupin nosic¢e a neutrofilnich skupin proteinu. [51] Aktivita kovalentné¢ vazaného enzymu
zavisi na velikosti a tvaru nosného materidlu, povaze metody vazby, sloZeni nosného
materialu a specifickych podminkach béhem vazebné reakce. [55] Pti imobilizaci enzymu
na nosi¢ je mozné zaznamenat pokles jeho katalytické aktivity zejména kvili zménam
Vv prostorovém uspotfadani enzymu. [51] Dulezitym faktorem u¢innosti enzymu je jeho
lokalizace na nosiéi. V idealnim piipadé se enzym nachazi na povrchu nosice a jeho aktivacéni

centrum je ve stalém kontaktu se substratem. [37]

Takto kovalentné¢ navazané latky na nosie se zejména uplatiiuji pii lokalni slizni¢ni
nebo trans-dermalni 1é¢bé. Dale kovalentni vazba by mohla byt vhodnou variantou pro DDS
systémy vyuzivajici parentdlni a gastrointenestindlni anatomické cesty. Podminkou pro tuto
aplikaci jsou biodegradabilni vlastnosti nosice, které po doruc¢eni na dané misto zajisti rozpad
matrice nosi¢e a uvolnéni 1écivé latky do okoli. Tato metoda je zfidka aplikovana
pro imobilizaci bun¢k, protoze €inidla pouZivané pro vznik kovalentni vazby jsou obvykle

cytotoxicka. [37]

1.3.1.6 Crosslinking

Crosslinking (tvorba pfi¢né vazby, zesitovdni) je nevratnd imobiliza¢ni metoda,
kterd na rozdil od ostatnich metod nevyzaduje nosi¢. Existuji dva zplsoby zesiténi,
a to metoda zesitovanych enzymovych agregatii (CLEA; Cross-Linking Enzyme Aggregates)
a metoda zesitovanych enzymovych krystali (CLEC; Cross-Linking Enzyme Crystals). Ob¢
tyto metody pouzivaji jako zesit'ovaci ¢inidlo glutaraldehyd, ktery je levny, stabilni a snadno
dostupny. Glutaraldehyd je pro zesiténi nékterych enzymii nevyhovujici. V takovych

pfipadech se k zesiténi pouzivaji alternativni ¢inidla naptiklad diazoniové soli, dextran
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nebo BSA. Nevyhoda obou metod je moznost vzniku pfilis velkych agregatd ¢i krystal
enzymu. [37; 51; 56]

1.3.1.7 Entraptment

Entraptment (zapouzdieni) je nevratna imobiliza¢ni technika, kde jsou imobilizované Castice
nebo builkky zachyceny uvnitif vldken nebo matrice nosice. Je to snadnd, rychld a levna
technika. U této metody je dulezity vybér materidlu, ze kterého je nosi¢ vyroben, a to kvili
mnozstvi a velikosti pori. Nejcastéji se pro zapouzdieni biokatalyzatori vyuziva alginat,
kolagen nebo Zelatina. Nevyhodou tohoto typu imobilizace jsou naklady na imobilizaci,
omezena diflize, mozna deaktivace enzymu béhem imobilizace a omezena kapacita matrice
nosice. [37; 51] Ptikladem je zapouzdieni membranového proteinu hemaglutininu z viru
Influenzae do chitosanovych nanocastic, které na mySich modelech prokazaly snizeni
morbidity a ochranu proti viru chiipky. [57] Dal§im ptikladem je experiment s enkapsulaci
chemoterapeutické latky Mitomicyn C do chitosanovych nanocastic ma potencial v dodavani

1€k citlivych na pH a pozitivni uc¢inek na lécbu rakoviny mocového méchyte. [11]

1.3.1.8 Enkapsulace

Enkapsulace je také jednou znevratnych imobilizacnich technik a je podobna metodé
zapouzdieni (entraptment). Enzym je ve své nativni form¢ obalen Castecné propustnou
membranou, kterd umozZiuje prostup okolniho prostfedi do nitra kapsule a zaroven chrani
enzym pifed nezadoucimi vlivy. Enzym mutze byt zapouzdien jednou vrstvou nebo mezi
dvéma odlisSnymi vrstvami materialu. [37; 51] Pro jednovrstvou enkapsulaci se pouziva
chitosan, algindt nebo celuléza. [5; 37]. Zapouzdifeni enzymu mezi dvéma vrstvami
nanovlaken je také velmi oblibenou technikou a kombinuji se materialy z chitosanu, Zelatiny,
polyvinylacetatu a kyseliny borité. [51] Vyhodou enkapsulace je, Ze tato metoda imobilizace
nevyzaduje zadnou chemickou modifikaci nosice. Stejné€ jako u metody zapouzdieni i zde je
dalezitym parametrem ucinnost matrice tzn. velikost port. [37] Enkapsulace je také vhodna
pro dopravu vakcin, kde toto zapouzdieni slouZi jako nosné vehikulum, a tim zvySuje
ucinnost vakciny. Piikladem zvySeni G€inku vakciny je zapouzdieni rekombinantni vakciny
proti hepatitidé typu B do chitosanovych nanocastic potazenych alginatem. Vysledky z tohoto

experimentu prokazaly, Ze tento systém ma velky potencial pro oralni o¢kovani. [6]
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1.4 Cilené dorucovani léciv

Distribuci 1éCiva v organismu se podrobné zabyva védni obor farmakologie, ktery popisuje
vztah farmakokinetickych d&ji v souvislosti se zakonitostmi pohybu 1é¢iva v organismu,
tj. distribuce, metabolismus a exkrece lé¢iva. Charakter distribuce lé¢iva je ovlivnén
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi, rychlosti unaSeni Ié¢iva krvi nebo mechanismy
piekonavani bariér odd€lujici kompartmenty organismu a zahrnuje déje jako je filtrace,
pinocytoza, aktivni transport nosicem a usnadnénd nebo volna diftze. Znalost
farmakokinetiky a farmodynamiky léciva je dllezitym parametrem pro optimalizaci davky,

¢asového rozpéti mezi davkami, 1€kové formy a cesty podavani. [3]

U nosicovych systému jsou dale zcela zdsadni vlastnosti pouzitého nosice 1é¢iva zahrnujici
formu, chemické sloZeni, stupent degradace. MoZzné anatomické cesty pro cilené dorucovani

1é¢iv jsou zndzornény v tabulce €. 4.

Tab. ¢. 4: Porovnani metodik poskytovani 1é¢iv v zavislosti na nastupu terapeutického ucinku.

[3]
Anatomické cesty pro cilené dorucovani Nastup terapeutického

1éciv ucinku
Gastrointestinalni systém
Oralné 30-90 min
Rektalné 5-30 min
Parenteralni systém
Subkutanni injekce 15-30 min
Intramuskularni injekce 10-20 min
Intravenozni injekce 30-60 sec
Intra-arterialni injekce 15-60 sec
Trans-mukoézni 15-30 min
Trans-nasalni 15-30 min
Plicni inhalace 2-3 min
Trans-dermalni minuty az hodiny

Cilené dorucovani 1é¢iv mize probihat pfimym transportem, pasivnim cilenim nebo aktivnim

cilenim.
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1.4.1 Strategie cileného dorucovani lé¢iv
Jak bylo uvedeno vyse, zaméienim 1é¢iva do urcité oblasti se zvysi jeho terapeuticka ¢innost
a zaroven se snizi toxicita 1éCiva v disledku moznosti podavani nizSich davek Iécivé latky.
Aby mohlo byt dosazeno téchto podminek, existuji tfi strategie cilen¢ho dorucovani.
Nejjednodussi strategii cileného dorucovani 1éCiv je pFimy transport, kdy 1é¢ivo navazané
na polymerni nosi¢ je injekéné aplikovano piimo do postizeného mista. Nosi¢ nejen
7e umoziuje fizené uvoliovani 1éCiva, ale také zajisti jeho setrvani v misté aplikace. [58]
Dalsi strategii je pasivné cileny transport neboli pasivni akumulace. Pasivni akumulace 1é¢iv
vyuziva fenoménu ,zvySené permeability a retence (EPR, enhanced permeability
and retention effect), ktery byl poprvé popsan Dr. Maedy na mysich nadorech v roce 1986.
[58; 59] Pasivni cileni nutné nevyzaduje pfipojeni specifickych ligandu, které by komplex
lé¢ivo-nosi¢ dopravilo do cilového mista, protoze vyuzivad pfirozené farmokinetiky
a biodistribuce nanoléciv. Nicméné systémy nanoléCiv fungujici pouze na EPR efektu
(napt. Myocet [7]) jsou neselektivné vstiebavany i zdravymi buiikami a nejsou schopny
potlacit vedlejsi €inky. Proto v pfipad€ chemoterapie je vhodné zkombinovat tento fenomén
s dalsSimi mozZnostmi cileného transportu. [58; 61] Strategie aktivniho cileni IéCiva je
zalozena na upevnéni smérovaci ¢asti molekuly na nosi¢. Tim se zvysi afinita a selektivita
komplexu leCivo-nosi¢ pii vychytavani specifickou tkani, buiikou nebo receptorem. Jako
ligandy se zejména pouzivaji monoklonalni protilatky, které nejen Ze zvySuji efektivitu
dorucovani lé€iva a také mnohdy chrani komplex pfed enzymatickou degradaci. Dal§imi
ligandy mohou byt sacharidy, peptidy, oligonukleotidy a jiné specifické receptory pro rychle
mnozici se tkan. Mimo tyto ligandy se mohou na nosie navézat jednotky, jez zajiStuji
uvolnéni 1éCiva na zdklad€ vnitintho nebo vné&jSiho stimulu. Vné&j$i stimul obvykle
predstavuje fyzikalni plisobeni na nanostrukturu ve formé svétla, tepla, ultrazvukovych
nebo magneticky vIn. Naopak wvnitini stimuly jsou =zalozeny na fyziologickych
a patologickych zménach v organismu jako jsou napf. zmény pH, redoxniho potencidlu
nebo iontové sily v tkanich. [58; 61] Schematické znazornéni strategii pro cileny transport

1é¢iv je popsan na obrazku €. 7.
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Obr. €. 7: Schéma strategii pro cileny transport 1é¢iv. (A) - Prinik nano&astic v diisledku EPR fenoménu skrze

hyperpermeabilni cévu vede k pasivni akumulaci 1é¢iva v nadorové buiice. (B) - Aktivni cileni na rakovinové
butiky (1) nebo endotelové buiiky (2) ligandem funkcionalizovanou nanostrukturou. (C) - Pomoci vnitiniho nebo

vnéjsiho stimulu dochazi k aktivaci nanostruktury kontrolovaného uvoliiovani. Pfevzato a upraveno podle [61]

Vybrané zptsoby dorucovani nosicovych systémi s 1éivy jsou probrany v nasledujicich

kapitolach.

1.4.1.1 Dorucovani léCiv oralni cestou

Oralni podani 1éCiv je nejvice preferovanym zplisobem dorucovani 1é¢iv. Pii podévani 1éCiv
per os je farmokinetika 1éCiv ovlivnéna proménlivym pH napfi¢ gastrointestindlnim traktem,
mnoZzstvim potravy a stfevnich tekutin, mikrobiomem, mukozni integritou stfevni sliznice
a také cCinnosti jater. [62] Dorucovani 1é¢iv oralni cestou se potyka s nizkou stabilitou
V gastrointestindlnim traktu a Spatnou prostupnosti 1é¢iva pies epitel stievni sliznice.
Variantou zvySeni odolnosti lé¢iva proti kyselému prostiedi Zaludku je obaleni léiva
pH-stabilnim polymerem ¢i derivaty celulozy nebo alginatovymi gely. [63] Tento zptsob
podani je bezpecnéjSi a mén€ invazivni. Aktudlné probihaji intenzivni vyzkumy,
které by napiiklad umoznily oralni aplikaci inzulinu ekapsulovaného Vv lecithin/chitosan
obalu. [64]

1.4.1.2 Parenteralni dorucovani lé¢iv

Parenterdlni zplsob podavani 1éCiv je takovy zpisob, pii kterém Iécivo neprochazi
skrze travici trakt a vyhne se tedy kyselému prosttedi v zaludku a jaternimu zpracovani 1éCiva.
V soucasnosti existuji tfi biodegrabilni polymerni systémy k parenteralni aplikaci 1éCiv,
které jsou podavané ve formé implantatu nebo injek¢éné: tuhé implantaty, ¢asticové systémy
a implantaty in situ. Vyroba tuhych materialti je snadno kontrolovatelny a reprodukovatelny
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proces. Nevyhodou tuhych implantatu je jejich aplikace, kterd vzdy zahrnuje chirurgicky
zakrok. Naopak vyroba ¢asticovych systémt je Casto slozity, zdlouhavy, ekonomicky naro¢ny
a obtizné kontrolovatelny proces. Casticové systémy jsou aplikovany injekéné a v piipadé
nezadouci reakce neni mozné aplikovany piipravek odstranit z organismu. Implantaty in situ
se skladaji zbiodegrabilniho polymeru a I1éCiva, rozpusténych v biokompatibilnim
rozpoustédle a do organismu se aplikuji taktéZz injekéné. Po kontaktu s télnimi tekutinami

polymer degraduje a dochazi k postupnému uvoliiovani 1é¢iva do okoli. [15]

Trans-mukézni zplisob podavani se zejména osveédCilo pii vakcinaci. Vzhledem k tomu,
7e prevazna vétSina patogentt do organismu hostitele pronika skrze sliznice, je (oproti
intramuskuldrni nebo subkutalni aplikaci vakciny) efektivnéjsi indukovat imunitu trans-
mukézné. Dochézi tak k podniceni systémové i lokalni imunity pfimo v prvni obranné linii
organismu. Pfikladem mohou byt podjazykové vakciny Grazax a Sublivax Fix Birch k 1é¢bé
alergické hypersenzitivity nebo nosni vakciny, které se napt. pouzivaji k vytvoreni imunity

proti virdm chiipky. [27; 65] Rada vakcina¢nich systémil je ve fazi vyvoje. [5]

1.4.1.3 Trans-dermalni dorucovani 1é¢iv

Kuze je snadno pristupnym organem téla a pasobi jako bariéra proti mikroorganismim
a makromolekulam. Bariérou mezi vnéjSim prostiedim a organismem je 10 pm tlusta svrchni
¢ast pokozky Stratum corneum, ktera je tvofena z mrtvych a vysoce keratinizovanych bunék.
I presto, ze transport 1€kl pres kiizi je obtizny, je klze povaZovana za dulezitou cestu
podavani 1ékti jak pro lokalni tak pro systémové G&inky. Uginnost terapie zavisi na fyzikalng-
chemickych vlastnostech 1é¢iva, jakoZ 1 na schopnosti systému ptilnout k pokoZzce béhem
terapie, aby se podpofilo pronikani léku pfes kozni bariéru. [66] Dermalni prostup 1é¢iva je
limitovan velikosti a lipofilitou. Z fyzikalné-chemického hlediska by 1é€ivo mélo mit velikost
do 1000 Da, afinitu k lipofilni a hydrofilni fazi bez extrémnich dé€licich vlastnosti, nizky bod
tani a kratky polocas rozpadu. [10] AvSak obvyklé formulace farmaceutickych ptipravki tyto
podminky nespliiuji a maji uritd omezeni a to jiz vySe zminénou Spatnou piilnavost
k pokozce, dale Spatnou propustnost nebo drazdivost pacientovy pokozky. [10; 66] Idealni

vlastnosti 1é¢iva jsou uvedeny v tabulce €. 5.
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Ta. ¢. 5: Idealni vlastnosti 1é¢iva pro transdermalni drug delivery systém. Upraveno a pievzato podle [66]

Fyzikalni parametry Vlastnosti

Davka < 10mg/den
Polocas rozpadu 10h a mén¢é
Molekulova hmotnost <500 Da

Rozdélovaci koeficient (oktanol/voda) | 1 -3

Kozni reakce nedrazdiva

Oralni biologicka dostupnost nizka

Léciva mohou byt do klize vpravovany néaplastmi, mastmi nebo pomoci polymernich nosict.
Obrazek ¢. 8 znazoriiuje tyto typy transdermalnich systémi a rozdil v absorpci 1éCiva.
Naplasti maji mnoho nevyhod, zejména drazdi kizi, obtizné se aplikuji na zakiivené plochy
a jejich odstranéni doprovazi bolest. Tyto nedostatky ¢astecné ptekonavaji masti nebo krémy,
avSak nezarucuji trvaly kontakt s povrchem pokozky a snadno dojde k jejich otfeni odévem.
V piipadé masti je nutna opakovana aplikace. [66] Piikladem klinicky pouzivané masti je
Iruxol Mono s obsahem enzymu kolagenaza z bakterie Clostridium histololyticum, vyuzivajici
se k enzymatickému ¢isténi otevienych ran nebo dekubitt. [27] Systémy tvofené polymernimi
nosici na povrchu pokozky po odpatfeni rozpousStédla vytvaii film. Vytvoteny film muize byt
bud’ pevny polymerni material plsobici jako matrice pro uvoliiovani 1é¢iva na kizi

nebo kapalny, jeZ se rychle vstieba do Stratum corneum. [66]
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Obr. ¢. 8: Porovnani transdermalniho priniku 1é¢iva z naplasti, polymerniho nosic¢e a masti. Pfevzato a upraveno

podle [66]

1.5 Metody analytické chemie vyuZivané ke stanoveni proteinu

1.5.1 Protein nespecifické metody
Piima spektrofotometrie umoznuje stanovit koncentraci Cisté bilkoviny bez pouziti
standardu. Absorbance bilkoviny se mé&fi pfi dvou vinovych délkach; a to pti 280 nm a 260
nm. Pfi 280 nm absorbuji aromatické aminokyseliny (tyrosin, tryptofan, fenylalanin).
Vysledky méfeni mize ovliviiovat piitomnost nukleovych kyselin ve vzorku, jejichz
absorpéni maximum je pii 260 nm. Proméfenim vzorku pii obou vinovych délkach lze
eliminovat interferenci nukleotidi. Vyhodou piimé spektrofotometrie je jeji nedestruktivni
charakter a mozZnost pouZziti vzorku k dal§im analyzdm. Vypocet mnoZstvi sorbovaného

proteinu je uréena podle vztahu [67]:

A280 nm X 10 mg/ml (1)

extinkc¢ni koeficient

Mezi dalsi spektrofotometrické metody fadime Biuretovu metodu, Lowryho metodu,
Bicinchoninovou metodu (BCA) a metodu dle Bradfordové. VSechny tyto metody maji

destruktivni charakter a vzorek nelze dale analyzovat.

Biuretova metoda je zaloZena na reakci Biuretova ¢&inidla (obsahujici Cu®* ionty)
s proteinem Vv alkalickém prostiedi. Slouceniny, které obsahuji 2 a vice peptidovych vazeb

poskytuji s médnatymi kationty fialovy komplex. Vznikly cheldtovy komplex je proméien
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spektrofotometricky pii 545 nm a intenzita zabarveni je téméf linedrné umérna koncentraci
bilkoviny ve vzorku. I pfesto, ze detekcni rozmezi celkové bilkoviny se pohybuje od 5 - 160
mg/ml, je Biurctova reakce Casto vyuzivanou metodou V klinické praxi. [68] VylepSenim
malo citlivé Biuretovy reakce je Lowryho metoda. Metoda je zaloZena na reakci Cu®* iontd
s peptidickou vazbou v alkalickém prostiedi a po pfidani Folin-Ciocalteauova ¢inidla,
které obsahuje kyselinu fosfowolframovou a fosfomolybdenovou, dochazi k redukci
aromatickych zbytkli aminokyselin a roztok se zabarvi modfe. Vzniklé zabarveni je mozné
spektrofotometricky vyhodnotit pii 200 nm. Citlivost detekce bilkoviny je 5-1500 pg/ml.
[69; 70] Dalsi modifikaci Biuretovy metody je Bicinchoninova metoda. Principem detekce
celkové bilkoviny ve vzorku je kombinace redukce iontt Cu?* na Cu® v alkalickém prostiedi
a nasledné reakci Cu® ionti sreagencii obsahujici bicinchoninovou kyselinu, kdy dvé
molekuly BCA reaguji s jednou molekulou méd’ného iontu. Vznikly komplex vykazuje silnou
absorbanci pfi 562 nm, ktera je téméf linearni v Sirokém rozsahu koncentrace proteinu
od 20 - 2000 pg/ml. Latky s reduk¢nimi vlastnostmi (DDT, kyselina askorbova) a chelatory
(EDTA) interferuji s kyselinou bicinchoninovou a mohou navySovat absorbanci. Vyhodu
BCA testu je rychlost a jednoduchost provedeni. [70; 71] Metoda dle Bradfordové vyuziva
posunu absorbance barviva Coomassie Briliant Blue v kyselém prostiedi, které se navaze
na aromatické aminokyselinové zbytky v bilkovindch. V dasledku zmény barvy z hnédé
na modrou dojde k posunuti absorpéniho maxima barviva z 465 nm na 595 nm. Barevna
odezva neni linearni a je nutné pii kazdém novém stanoveni sestrojit standardni kalibra¢ni
kiivku. Absorbanci mohou falesné navySovat detergenty (TWEEN, SDS). Rozsah stanoveni
koncentrace proteinu je 2 - 1500 ug/ml. [70; 72]

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)
je metoda vyuzivana k separaci bilkovin gelem v elektrickém poli na zakladé jejich
molekulové hmotnosti. Pohyblivost bilkoviny se lisi délkou polypeptidického fetézce
a molekuldrni hmotnosti. Polyakrylamidovy gel je vhodny pro separaci bilkovin
o molekularni velikosti 5 - 250 kDa. Pro molekuly vétsi >300 kDa se vyuziva gel z agardzy.
Rozdé€lené proteiny v gelu se nejcastéji obarvi Coomasie Briliant Blue, koloidnim stfibrem
nebo fluorescen¢nimi barvivy. Po pfeneseni do elektronické podoby se nasledné kvantitativné
vyhodnocuji denzitometry. V zédvislosti na pouzitém barveni se detekéni limit proteinu

pohybuje od 0,25 ng do 8 ng. [73; 74]
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1.5.2 Protein specifické metody
Elektroforézu, jako prvni stupen metody, lze vyuzit jako soucdst vicerozmérné analyzy
ke kvalitativnimu stanoveni bilkovin. Metodou WesternBlottingu. Jedna se o protein
specifickou metodu, ve které je detekovana cilova latka prostfednictvim specifické protilatky.
Po elektroforéze je na gel pfilozena nitrocelul6zovd nebo polyvinyldifluoridovd membréna,
na kterou jsou proteiny preneseny. Nasleduje inkubace s primarni protilatkou a znacenou
sekundarni protilatkou. V zavislosti na typu znacCeni sekundarni protilatky se mefi
enzymatickd, bioluminiscen¢ni a fluorescencni aktivita ¢i radioaktivita, kterd je umérna
mnozstvi proteinu nebo peptidu. [73] Mnozstvi proteinu mize byt stanoveno
semikvantitativné pomoci denzitometru. V piipad¢ kvalitativniho stanoveni proteini se

vyuzivaji specifické protilatky, které se vazi pouze na dany antigen.

Z analytickych metod se dale vyuziva metoda vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC), ktera zejména slouzi k stanoveni koncentrace proteinti ve vzorku nebo k izolaci
jednotlivych slozek smési s naslednym sprazenim s dalsimi identifikacnimi technikami jako je
napiiklad hmotnostni spektrometrie (MS). Pravé diky moznosti spojeni vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem je pro analyzu proteinu
upiednostiiovana tato technika. Principem separace metodou HPLC je rozdilna distribuce
analitu mezi stacionarni fazi, ukotvené uvnitt kolony, a kapalnou mobilni fazi protékajici
celym systémem. K separaci analitu je mozné vyuzit tfi separacni systémy. NejCastéji
se vyuziva chromatografie na obracenych fazich, kde déleni probihd na zakladé celkové
polarity molekuly. Dale je moZzné vyuzit k separaci vylucovaci gelovou chromatografii,
ktera separuje vzorek podle velikosti molekul prostupujici gelovou néplni kolony. Poslednim
separacnim systémem je iontové vymeénna chromatografie a ta rozd€luje bilkoviny podle
mnozstvi nabitych skupin v molekule. V zavislosti na volbé detektoru se citlivost metody

pohybuje v rozpéti od pg - pg/ml. [25]

1.6 Nosicové systémy v enzymatickém debridementu v procesu hojeni rany
Hojeni ran je pfirozeny a sloZity proces, zahrnujici nékolik po sobé jdoucich ¢i prolinajicich
se fazi, a to - koagulace, hemostdza, zanét, proliferace a remodelace, které vedou k obnove
celistvosti tkan€. V zavislosti na typu poranéni se liSi doba zhojeni. Akutni rana se obvykle
zhoji do 10 dni. V pfipad€ akutni rany neni pfitomna nekroticka tkan, kterd by se musela
pfed =zacatkem hojeni odstranit. [76] Hojeni chronické rany probihd odlisné,

zejména v disledku selhdni nékteré z fazi normalniho hojeni v soucinnosti se zdkladnim

42



onemocnénim jako je napiiklad diabetes. Za chronickou ranu lze oznalit rdnu, jejiz hojeni
trva déle nez 6-9 tydnt. Casto na prodlouzeni doby hojeni rany se podili pretrvavajici infekce,
protoze fibrinové povlaky, tvofici nekrotickou tkan, blokuji na povrchu rany hojeni a zvysuji

riziko bakterialni kolonizace. [76; 77; 78; 79]

Proces hojeni ran muze byt urychlen odstranénim nekrotické tkané, které miize probihat
chirurgicky nebo pomoci enzymatického ¢i dalSich typt debridementu. Enzymaticky
debridement k rozkladu nezivé tkan¢ vyuziva proteolytické enzymy, které jsou aplikovany
V podobé masti lokdln¢€ a ¢innost enzymii podporuje migraci bun¢k béhem epitelizacni faze
hojeni. Dulezita role pfi hojeni nekrotické rany je jeji samotné vycCisténi. Vyuziva se piirozené
vyskytujicich se enzymi jako je naptiklad trypsin, kombinace streptokindzy-streptodornazy,
papain-moc¢ovina nebo mikrobialni kolagenaza. U¢inky jednotlivjch enzymi se lisi
podle jejich specifity. Proteolytické enzymy jsou schopné odklidit nekrotické lozisko,

a proto neni nutné ranu chirurgicky ¢istit. [75; 77; 78]

Obvyklé nosic¢ové systémy pro jednotlivé enzymy jsou masti, naplasti nebo polymerni nosice,

které byly podrobnéji vysvétleny v kapitole 1.4.1.3.

1.7 1In vitro uvoliovaci studie nosi¢ovych systémi

Léciva jsou latky, které svym plisobenim pozitivné ovliviiuji procesy probihajici v zivém
organismu a mohou pfispét k 1é€bé nebo zmirnéni pfiznakdi onemocnéni. Lécivymi latkami
nutné nemusi byt jen léCiva samy o sobé€, ale také hormony, enzymy, proteiny, virové

podjednotky, nukleové kyseliny ¢i bunky. [1; 5; 6; 11; 57; 79].

Kinetika uvoliiovani 1éCiv poskytuje informace o chovéani Iékové formy a je kliCovym
parametrem pouzivanym pro posouzeni bezpe€nosti a ucinnosti pfipravku. Testovani
uvolnovani Ié¢iv in vitro se bézné pouziva jako pifedbézny ukazatel chovani in vivo. [1] Vybér
analytické metody, ktera bude studovat in vitro uvoliiovani 1é¢iva, zavisi na jeho chemické
povaze. V ptipad¢ uvoliovacich studii in vivo je stéZejni informaci povaha 1é¢ebného Gcinku.
Hlavni roli pfi vybéru metody zejména hraje mnozstvi a charakter analyzovaného vzorku,
ale také pozadovana mira specificnosti €i citlivosti stanoveni, pfitomnost interferujicich latek
a finan¢ni nebo ¢asova narocnost stanoveni. [3] Nejcastéji se k prikazu mnozstvi 1éCiv
(proteinového charakteru) pouzivaji UV-VIS spektrofotometrické metody, které vyuzivaji
schopnosti analyzované latky pohlcovat svétlo pfi urcitych vinovych délkach. Léciva mizeme
analyzovat spektrofotometricky nebo dalSimi optickymi technikami, kde se vyuziva barevné

reakce proteint s riiznymi Cinidly. Ke kvalitativnimu prikazu mnoZzstvi latky ve vzorku se
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vyuzivaji imunoanalytické, elektromigra¢ni a chromatografické metody. Uvoliovani 1é¢iv
Z nanocastic zavisi na n¢kolika parametrech a to na chemické struktuie polymeru, na metod¢
uchyceni 1é¢iva a na reak¢nich podminkach zahnujici hodnoty pH, iontové sily, teplotu

a chemické sloZeni uvoliiovaciho média. [80]
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2 CILE PRACE

Cilem této prace bylo modifikovat nanovldkna a nanoc¢éstice z chitosanu proteiny a pomoci
technik analytické chemie sledovat miru kovalentni vazby nebo fyzikalni sorpce proteinti
na nanomateridly. Prvnim dil¢im cilem je kovalentné vazat klostridialni kolagenazu
na chitosanova nanovlakna pfipravend metodou elektrospinningu (Nanovia s.r.o., Litvinov),
pomoci nizkomolekularniho enzymového substratu ovéfit enzymovou aktivitu a sledovat
efekt enzymatického debridementu modifikovanym nanomateridlem na hojeni rany

u experimentalniho zvifete.

Druhym dil¢im cilem je vyvinout a porovnat metody pro sledovani ucinnosti sorpce
modelového proteinu ovalbuminu na chitosanové nanocastice s tripolyfosfatem (CS/TPP)
pfipravené metodou ionotropniho gelovaténi a na nanocastice z kopolymeru Kkyseliny
polymlécné a polyakrylové roubovaného na chitosan (CS/PLA/PAA) pripravené komplexacni
technikou do formy nano-submikro (Univerzita TomaSe Bati ve Zlin¢). U obou forem
nanomateridli bude porovnana mira sorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna.
U nanocéstic bude po sorpci ovalbuminu studovana rychlost uvoliiovani proteinu ve 0,01 M

fosfatovém pufru pH 7.,4.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky

spektrofotometr Labsystems Multiskan RC (Labsystems Diagnostics Oy, Helsinki
Vantaa, Finsko)

spektrofotometr Libra S22 Biochrom, software Resolution Life Sciences (Biochrom
Ltd, Cambridge, Velka Britanie)

fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System s Image Lab™ softwarem (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)

aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

kfemenné kyvety — Semimikrokyveta SM/QS5, opticka délka 5 mm (Exacta + Optech,
Mnichov, Némecko)

pH metr Orion 420A (Orion Pacific Pty Ltd, Denistone East, Australie)

termostat INCU-Line (VWR International Ltd, Lutterworth, Leicestershire, Velka
Britanie)

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, Némecko)
analytické vahy Kern ABT 220-5DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
rotator Grant-bio (Grant Instruments Ltd, Shepreth, Cambridgeshire, Velka Britanie)
rotator — mini-rotator Bio RS-24 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené
staty americke)

trepacka Mini Rocker MR-1 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty
americke)

magnetické michadlo MM4 LAVAT (LAVAT a.s., Chotutice, Ceska republika)

béZny laboratorni materidl: laboratorni nadobi (kédinky, odmérné nadoby, odmérné
valce), mikropipety Eppendorf a Biohit, mikrozkumavky Eppendorf, mikrotitra¢ni

desticky, plastové pinzety, délené Petriho misky
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3.2 Material

3.2.1 Pouzité reagencie a chemikalie

e kolagenaza NB 4G (ovétené Cistoty z Clostridium histolyticum) — 70-120 kDa, EC
3.4.24.3, 17465, SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Némecko)

e substrat pro kolagenazu (per E. Wiinsch — 4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-
Gly-Pro-D-Arg, Pz-peptid) — Mr= 776.9, C3sHs,N100g, 52268, SERVA Electrophoresis
GmbH (Heidelberg, Némecko)

e N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt (sulfo-NHS) — Mr = 217.13, C4aH4NNaOsS,
56485-1G, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

e N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) — Mr =
191.70, CsH17Ns-HCI, EC 247-361-2, E6383-1G, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Spojené staty americké)

e cthylacetat (ethylester kyseliny octové) — Mr = 88.11, C4HgO,, 20028-ATO0, Lach-Ner,
s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

e methanol — M, = 32.04, CH40, 20038-ATO, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceské
republika)

e kyselina chlorovodikova - M, = 36.46, HCI, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska
republika)

e akrylamid - M, =71.08, C3HsNO , Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e N,N’-methylen-bis-akrylamid, M, = 154.17, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e dodecylsulfat sodny (SDS) - Mr = 288.37, NaC1,H25S0,, Lachema (Neratovice, CR)

e persiran amonny - Mr = 228.18, (NH,),S,0s, Lachema (Neratovice, CR)

e N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) - M, = 116.24, CgHisN2, Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e glycin - M= 75.07, C,HsNO,, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Precision Plus Protein Unstained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e Bio-Safe Coomas sie G-250 Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e Albumin from chicken egg whit, A7641, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Mini, cOmplete™, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, Spojené staty americké)

e Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit, 23235, Pierce Biotechnology (Rockfor, IL,
USA)
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3.2.2 Pouzité roztoky

3.2.3

0,03 M Tris-HCI pufr pH 7,0 s 0,2 M NaCl a 0,025 M CacCl,

0,01 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,01 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl

zasobni substratovy roztok Pz-peptidu o koncentraci 1 mg/ml 30 mM Tris-HCI pufr
pH 7,05 0,2 M NaCl a 0,025 M CaCl,

zasobni roztok kolagenazy o koncentraci 1 mg/ml v 30 mM Tris-HCI pufr pH 7,05 0,2
M NaCl a 5 mM CaCl,

zasobni roztok kolagenazy o koncentraci 10 mg/ml v 30 mM Tris-HCI pufr pH 7,0
s 0,2 M NaCl a5 mM CaCl,

zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 20 mg/ml v 0,01 M fosfatovém pufru pH 7,3
22% roztok kyseliny citronové

roztok EDC — 7,5 mg EDC v 200 ul 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3

roztok sulfo-NHS — 1,25 mg sulfo-NHS v 200 ul fosfatového pufru pH 7,3

roztok 6 M HCI

Pouzita nanovlakna

Material: chitosan/kyselina octova/polyethylenglykol

Dodavatel nanovlaken: Nanovia, s.r.o

Metoda piipravy: technika electrospinning s pouZitim struny (Nanospider' )
Vzorek nanovlaken ¢. : 2016 - 1

Datum pfipravy: 2016

Plosna hmotnost: 10 g/m?

Zpusob sitovani: teplem pii 130 °C po dobu 1 hodiny

Podkladovy material: polypropylen

Rozméry nanovlaken: 100 - 400 nm
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3.2.4 Pouzité nanocastice
Material: chitosan/tripolyfosfat (TPP)
e Metoda ptipravy: ionotropniho gelovaténi
e V/zorek nanodastic ¢. : 2,5/1
e Datum piipravy: listopad 2017

e Hydrodynamicka velikost ¢astic: 182 nm

Materidl: kopolymer polylaktidu a polyakrylové kyseliny roubovany na chitosanu
e Dodavatel nanocastic: UTB Zlin
e Metoda ptipravy: komplexacni technika
e Vzorek nanocastic ¢. : 50
e Datum ptipravy: 2016

e Hydrodynamicka velikost ¢astic: 150 nm

3.3 Priprava a dialyza nanocastic z chitosanu/TPP

Nanocastice z chitosanu byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi. Principem vzniku
nanocastic je spojeni opacné nabitych molekul vlivem elektrostatickych interakci, tj. spojeni
chitosanu jako polykationtu s anionty tripolyfosfatu (TPP). Metoda byla provedena smisenim

dvou vodnych roztokt pti laboratorni teploté podle [43].

3.3.1 Priprava dialyzacnich stFivek

Postup

Ze zasobniho vzorku dialyzacnich stiivek bylo odebrano 3krat po 1 metru. Stiivka byla ponoifena
do 0,5 1 destilované vody na 3 hodiny (s vyménou vody kazdou hodinu) za tc¢elem odstranéni
zvlh¢ovadla glycerolu. Pro odstranéni sloucenin siry byla stfivka oSetfena pomoci 0,3 % (w/v)
roztoku sulfidu sodného ohtatého na teplotu 80 °C 1 minutu a poté byla promyta horkou vodou
(60°C) po dobu 2 minut. Po okyseleni stiivek prostiednictvim 0,2 % roztoku kyseliny sirové byla

dialyzaéni stfivka oplachnuta horkou vodou a skladovédna v redestilované vodé pii 4°C.
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3.3.2 Dialyza nanocastic

Pripravené roztoky nanocastic s pomérem chitosanu I a TPP 2,5:1 byly pipetovany
do dialyzac¢nich stiivek po 10 ml vzorku (tj. 14,3 mg nanocastic pro roztok v poméru 2,5:1).
Vzorky byly poté dialyzovany do prostfedi redestilované vody. Dialyza trvala 16 hodin
pii laboratorni teplot¢ s mirnym tfepanim. V prubehu této doby bylo 3krat vyménéno dialyzacni
prostiedi s celkovym objemem odpovidajicim 100 nasobku objemu vzorku v dialyza¢nich
stiivkach. VSechny tii faze byly provedeny do dialyzacnich prostiedi s vyuzitim redestilované

vody.

3.4 Rehydratace nanoéastic

Castice byly piipraveny ve spolupraci s prof. Ing. V. Sedlaiikem, Ph.D. na Univerzité Tomase
Bati ve Zlin€. Bylo navéazeno 45 mg lyofilizovanych nanocéstic, slozenych z kopolymeru
polylaktidu a polyakrylové kyseliny roubovaného na chitosan, do 10 ml destilované vody.
Nanocastice byly rehydratovany pies noc. Nasledujici den byla suspenze nanocastic

okyselena ptidavkem 6 M HCI a homogenizovana ultrazvukem 20 minut.

3.5 Karbodiimidova metoda vazby kolagenazy na chitosanova nanovlakna
Nanovlakna byla pfipravena ve spolupraci s Nanovia s.r.o. K imobilizaci kolagenazy
na chitosanova nanovladkna byla pouzita karbodiimidova metoda, jejimZ principem je reakce
mezi aminovou skupinou enzymu a hydroxylovou skupinou chitosanového nanovlakna. [81]
Ke zprosttedkovani vazby byl pouzit N-(3dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid
hydrochlorid (EDC) a N-hydrosulfosukciimid (S-NHS). EDC, ve vodé rozpustny karboimid,
se béhem reakce s hydroxylovou skupinou -chitosanu preméiiuje na derivat mocoviny

a jeho toxicita je velmi nizka. [82] Vypoétené hodnoty jsou prumérem z dubletu.
Postup

Vzorky nanovlaken s plosnou hmotnosti 10 g/m? o rozmérech 1,5x 1,5 cm byly zvazeny
bez polypropylenového podkladu a promyty 1x 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3. Vzorky
byly ptipraveny v dubletu. K nanovlaknim bylo v rychlém sledu pfidano 200 pl roztoku EDC,
200 pl roztoku sulfo-NHS a 500 pl roztoku kolagenazy. Reakéni smés byla doplnéna 100 pl 0,01
M fostatového pufru pH 7,3 a inkubovana pies noc pii 4°C za mirného otaceni. Po inkubacni

dobé byla nanovlakna promyta 3x 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3; 1x 1 ml 0,01 M
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fosfatového pufru pH 7,3 s IM NaCl a 2x 1ml 0,03 M Tris-HCI pufrem pH 7,0 s 0,2 M NaCl
a 0,025 M CaCl,, Vypoctené hodnoty jsou prumérem z dubletu.

3.6 Sorpce kolagenazy na nanovliakno
Postup

Metoda sorpce byla pfevzata a upravena podle [6]. Vzorky nanovldken s ploSnou hmotnosti
10 g/m? o rozmérech 1,5x 1,5 cm byly zvazeny bez polypropylenového podkladu a promyty
1x 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3. Vzorky byly piipraveny v dubletu. K nanovlakniim
bylo ptidano 500 pl roztoku kolagenazy a reakéni smés byla doplnéna 500 pul 0,01 M fosfatového
pufru pH 7,3 a inkubovana 2 hodiny pii 4°C za mirného otaceni. Ke slepému vzorku nanovlaken
byl pfidan 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 a inkubovan za stejnych podminek.
Po inkubaéni dobé¢ byla nanovldkna promyta 3x 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3;
1x 1 ml 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 s 1M NaCl a 2x 1 ml 0,03 M Tris-HCI pufrem pH 7,0
s 0,2 M NaCl a 0,025 M CaCl,. Vypoctené hodnoty jsou pramérem z dubletu.

3.7 Sorpce ovalbuminu na nanocastice a nasledné uvolnéni

Postup

Metoda sorpce byla pfevzata a upravena podle [6]. Z roztokii vzorku nanocéstic byl odebran
objem s obsahem 4 mg nanocastic. Vzorky byly pfipraveny v dubletu. Pro promyti a separaci
Eastic z roztoku byla pouZita centrifugace 5 minut p¥i 5000 otackach za minutu. Céstice byly
pred vlastni sorpci 1 x promyty fosfatovym pufrem pH 7,3. Nésledné k ¢asticim bylo pfidano
500 pl roztoku ovalbuminu a reakéni smés byla doplnéna 500 pl 0,01 M fosfatového pufru pH
7,3 a inkubovana 2 hodiny pii 4°C za mirného otaceni. Po inkubaci byl odebran 1 ml roztoku

po vazbé pro dalsi analyzy.

Nasledné byly nanocastice doplnény 1 ml fosfatového pufru pH 7,3 a rozdéleny na dvé casti
po 500 pl. Jedna cast suspenze byla doplnéna fosfatovym pufrem pH 7,3 na vysledny objem
1000 pl a promyta 3x 1 ml fosfatového pufru pH 7,3. Druha ¢ast suspenze byla pouzita
pro detekci sorbovaného proteinu na nanocasticich testem microBCA. VSechny promyvaci
frakce a druha cast suspenze byly uschovany pro dalsi experimenty. Vypoctené hodnoty jsou

prumérem z dubletu.
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3.8 Stanoveni aktivity kolagenazy

3.8.1 Solubilni kolagenaza

Postup ve 2 ml

Ve zkumavce bylo smiseno 1780 pul 0,03 M Tris-HCI pH 7,0 s 0,2 M NaCl a 0,025 M CacCl,
pufru, 200 pl substratového roztoku a 20 pl roztoku kolagendzy. Vzorky byly pfipraveny
V dubletu. Slepy vzorek byl piipraven z 200 ul substratového roztoku a 1800 ul pufru
0,03 M Tris-HCI pH 7,0 s 0,2 M NaCl a 0,025 M CaCl,. Po inkubaci 25 min pii 37°C
V rotatoru byl cely reakéni objem vzorkd prenesen do 5 ml zkumavek. Reakce byla zastavena
ptidavkem 250 pl 22% kyseliny citronové a vznikly produkt byl extrahovan 20s intenzivnim
trepanim s 2 ml ethyl acetatu. Absorbance organické vrstvy byla prométena pii 320 nm
v kiemenné kyvet¢ na spektrofotometru Libra S22 Biochrom proti slepému vzorku.

Vypoctené hodnoty jsou primérem z dubletu.
Kalibrace enzymové aktivity

Pro kalibraci byl pfipraven zdsobni roztok kolagenazy rozpuSténim 1 mg v 1 ml pufru,
ze kterého byly pfipraveny kalibra¢ni body o koncentracich 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 pg.
Do zkumavky bylo smiseno 20 pl roztoku kolagenazy, 200 pl substratového roztoku a smés
byla doplnéna 0,03 M Tris-HCI pH 7,0 s 0,2 M NaCl a 0,025 M CaCl, pufrem na vysledny
objem 2 ml. Kazdy vzorek byl pfipraven v dubletu. Slepy vzorek byl pfipraven
z 200 pl substratového roztoku a 1800 ul pufru 0,03 M Tris-HCI pH 7,0 s 0,2 M NaCl
a 0,025 M CaCl,. Nasledovala inkubace 25 minut pii 37°C v rotatoru. Reakce byla zastavena
pfidavkem 250 pl 22% kyseliny citronové a vznikly produkt byl extrahovan 20s intenzivnim
ttepanim s 2 ml ethyl acetdtu. Absorbance organické vrstvy byla proméfena pfi 320 nm
v kifemenné kyveté na spektrofotometru Libra S22 Biochrom proti slepému vzorku.

Vypoétené hodnoty jsou primérem z dubletu.

52



3.8.2 Imobilizovana a sorbovana kolageniza

Postup ve 2 ml

Ke vzorkiim nanovlaken s imobilizovanym nebo sorbovanym enzymem bylo ptidano
1800 ul 0,03 M Tris-HCI pH 7,0 s 0,2 M NaCl a 0,025 M CaCl; pufru a 200 pl substratového
roztoku. Vzorky byly pfipraveny v dubletu. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zplsobem
S pouzitim vzorku nanovlaken. Po inkubaci 25 min pti 37°C v rotatoru byl cely reakéni objem
vzorkll a supernatant z nanovlakenného vzorku pienesen do 5 ml zkumavek. Reakce byla
zastavena piidavkem 250 pl 22% kyseliny citronové a vznikly produkt byl extrahovéan
20s intenzivnim tfepanim s 2 ml ethyl acetdtu. Absorbance organické vrstvy byla proméiena
pfi 320 nm v kiemenné kyveté na spektrofotometru Libra S22 Biochrom proti slepému

vzorku. Vypoc¢tené hodnoty jsou primérem z dubletu.

3.9 Stanoveni koncentrace proteinii metodou mikroBCA

3.9.1 Kalibrace

Byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentraci proteinu 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20, 40 a 200 pg/ml.
Nasledné byl pripraven pracovni roztok BCA, ktery se skladal z roztoki A, B a C smisenych
v poméru 25: 24 : 1, jehoz mnoZstvi bylo pfipraveno podle poctu vzorka. Vzorky byly
pfipraveny v triplikatu. Do desticky s plochym dnem bylo pipetovano 150 ul roztoku proteinu
a 150 pl pracovniho roztoku BCA. Slepy vzorek byl tvofen 150 pl fediciho pufru
a 150 pl pracovniho roztoku BCA. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny pii 37°C a pak byla
prométena absorbance pii 570 nm na spektrofotometru Multiscan. Od namétenych absorbanci
jednotlivych vzorkti byla odectena absorbance slepého vzorku a nasledné sestrojena
kalibracni zavislost absorbance na koncentraci proteinu. Vypoctené hodnoty jsou primérem

Z dubletu.

3.9.2 Postup s nanovlakny

Byl ptipraven pracovni roztok BCA, ktery se skladal z roztoku A, B a C smisenych v poméru
25: 24 : 1, jehoz mnozstvi bylo pfipraveno podle po¢tu vzorkid. Vzorky byly pfipraveny
V duplikatu. Do mikrozkumavek s nanovldkny bylo napipetovano 150 ul 0,01 M fosfatového
pufru pH 7,3 a 150 ul pracovniho roztoku BCA. Slepy vzorek byl tvofen nanovldknem
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s 150 pl fediciho pufru a 150 pl pracovniho roztoku BCA.Vzorky byly inkubovany 2 hodiny
pti 37°C. Po inkubaci byl obsah mikrozkumavek ptepipetovan do desticky s plochym dnem
a byla proméiena absorbance pii 570 nm na spektrofotometru Multiscan. Od naméfenych
absorbanci jednotlivych vzorkii byla odectena absorbance slepého vzorku a nasledné bylo
vyhodnoceno mnozstvi proteinu metodou kalibracni ptfimky. Vypoctené hodnoty jsou

prumérem z dubletu.

3.9.3 Postup s nanoéasticemi

Byl pfipraven pracovni roztok BCA, ktery se sklddal z roztokli A, B a C smisenych v poméru
25: 24 : 1, jehoz mnozstvi bylo pfipraveno podle poctu vzorkl. Vzorky byly pfipraveny
V duplikatu. Do  mikrozkumavek s nanocasticemi bylo napipetovano 150 pul
0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 a 150 pl pracovniho roztoku BCA. Slepy vzorek byl tvoien
150 pl fediciho pufru a 150 pl pracovniho roztoku BCA. Vzorky byly inkubovéany 2 hodiny
pii 37°C. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 5 min pii 5000 otackadch za minutu
a nasledné byl obsah mikrozkumavek ptepipetovan do desticky s plochym dnem. Byla
proméfena absorbance pii 570 nm na spektrofotometru Multiscan. Od naméfenych absorbanci
jednotlivych vzorki byla odectena absorbance slepého vzorku a néasledné bylo vyhodnoceno

mnozstvi proteinu metodou kalibra¢ni ptimky. Vypoctené hodnoty jsou primérem z dubletu.

3.10 Spektrofotometrické stanoveni mnoZstvi proteini

Postup

U vzorkd byla proméfena na spektrofotometru Libra S22 Biochrom absorbance v 1 cm
kiemenné kyveté pii 260 a 280 nm proti slepému vzorku, ktery byl tvofen fedicim pufrem.

Koncentrace Cistého proteinu byla vypoctena dle rovnice:

8260 nm x 10 mg/ml 2

extinkéni koeficient

Cistota proteinu byla ovéfena podilem absorbanci pti 260 nm a 280nm. P¥i hodnotach poméru

vyssich nez 0,6 se jednalo o vzorek kontaminovaného proteinu.
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3.11 SDS-PAGE s Coomasie Brilliant Blue barvenim
Postup

Pred vlastni praci byla dikladné vyleSténa skla etanolem a upevnéna do stojanku.
Podle nasledujici tabulky (tab. ¢. 6) do jednorazové plastové zkumavky byl piipraven
10% d¢lici gel. Délici gel byl ihned napipetovan mezi skla po horni okraj svorek ramecku
a prevrstven destilovanou vodou. Béhem 20 - 30 minut tento gel zpolymeroval a vytvofil
ostré rozhrani mezi gelem a vrstvou vody, ktera byla odsata filtracnim papirem. Nasledné¢ byl
pfipraven 5% zaostfovaci gel podle nésledujici tabulky a napipetovan az po okraj skel.
Mezi skla byla vlozena Sablona s 10 jamkami. Smés béhem 15 minut zpolymerovala. Skla
S pfipravenymi zpolymerovanymi gely byla opatrné vyjmuta ze stojanku a premisténa
do elektroforetické aparatury tak, aby kratSi skla mifila dovniti aparatury proti sobg.
Nésledné¢ byly odstranény Sablony a jamky byly promyty 3x elektrodovym pufrem.
K 10 pl vzorku bilkoviny o zndmé koncentraci bylo napipetovano 10 pl roztoku G a smeés
byla po promichani 2 minuty povafena ve vodni ldzni. Do kazdé jamky bylo Hamiltonovou
pipetou aplikovano 15 pl pfipravenych vzorkl. V ptipadé bilkovinného standardu bylo
pipetovano 5 pl. Do elektroforetické nddoby a vnitiniho prostoru mezi dvéma gely bylo nalito
ekvivalentni mnozstvi elektrodového pufru k poctu geli. Vlastni elektroforetické déleni
probihalo 35 minut pfi konstantnim napéti 180 V a 0,03 A na jeden gel. Nasledné byl gel
pfenesen do Petriho misky a proplachnut 3x destilovanou vodou a obarven Coomasie Briliant

Blue.

Tab. ¢. 6: Postup piipravy 10% déliciho a 5% zaostfovaciho gelu.

Roztoky 10 % délici gel (ml) 5 % zaostrovaci gel (ml)
Destilovana voda 2 14

Roztok A 1,65 0,330

Roztok B 1,25 -

Roztok C - 0,250

Roztok D 0,05 0,02

TEMED 0,002 0,002

Roztok E 0,05 0,02
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3.12 Aplikace nanovlakenného krytu na excizni ranu laboratorniho zvirete

Zucker Diabetic Fatty Rat (ZDF) (Charles River Laboratories International, Inc. USA,
zakoupeno v Anlab CR) je jeden ze stéZejnich modelti zvifat Siroce vyuzivanych pro vyzkum
a lécbu DM2 a je mozné je pouzit pro sledovani hojeni rany. Anestetizovanym
a analgetikovanym potkantim ZDF byla klize na hibeté oholena, dezinfikovana a na zaddech 6
cm od usi byla kleStémi vytvofena kruhova fezna rédna s primérem 20 mm (obr. ¢. 9).
Po vytvofeni zranéni byla zvifata umisténa odd€lené¢ a byla jim podavana analgetika
(hydrochlorid buprenorfinu 0,05 mg / kg s. c., IVAX, Opava-Komarov, Ceska republika).
Nanovlakna s kolagendzou (cca 1 cm?) byla pied aplikaci navihéena fyziologickym roztokem.
Kontrolni vzorek byl ze samotného chitosanu o rozmérech 3,5 x 3,5 cm aplikovan suchy
na polypropylenovém podkladu, ktery se ndsledné¢ navlhcil fyziologickym roztokem.
Posledni rana byla piekryta jen gdzovym ctvercem navlhéenym fyziologickym roztokem.
Nasledné vSechny rany byly spole¢né piekryty gdzovym ¢tvercem, ten byl zafixovan naplasti

a télo potkana bylo obvdzdno obvazem a ten nasledn¢ zafixovan elastickym obinadlem.
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Obr. ¢. 9: Schéma oSetieni. CH - rana piekryta chitosanovym nanovlaknem, FR - rana piekryta pouze gazou

navlh¢enou fyziologickym roztokem, K - rana piekryta chitosanovym nanovlaknem s navazanou kolagenazou.

Rany byly ptfevazovéany kazdé 4 dny az do zahojeni. Rany byly fotografovany (EOS D350,
Canon, Tokyo, Japonsko), a méfeny milimetrovym métitkem. Métena plocha byla hodnocena
programem Imagel] kalibrovaném na standardni délku s pouZitim milimetrového meéfitka.

Byla hodnocena velikost rany, kterd byla vyjadiena podle vzorce:

. , % zranéné plochy vden n
likost rany (mm) = 1
velikost rany ( ) zranéna plochavden 0 ( )

Zaroven byla sledovana 1 mira epitelizace, tj. hojeni rany podle vzorce:

% epitelizaci jizv
0 €p J1Zvy (2)

mira epitelizace =
p zranéna plocha vden 0
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3.13 Aplikace nanovlikenného krytu na nekrotickou tkan laboratorniho
Zvirete
Zucker Diabetic Fatty Rat (ZDF) (Charles River Laboratories International, Inc. USA,
zakoupeno v Anlab CR) je jeden ze stéZejnich modeld zvifat Siroce vyuzivanych pro vyzkum
a lécbu DM2 a je mozné je pouzit pro sledovani hojeni rany. Anestetizovanym
a analgetikovanym podkaniim byla kiize na hibeté oholena, dezinfikovana a na zaddech byly
vytvofeny tii rany o priméru 1 cm cca 2 cm od sebe (obr. ¢. 10). Nekroticka rana byla
vytvofena na hibeté hlinikovym pecetidlem, které bylo zahiato ve vodni lazni na 100°C
a na 10 spfilozeno na ktzi. Chitosanova nanovldkna s kolagendzou byla pied aplikaci
navlhéena fyziologickym roztokem. Kontrolni vzorek samotného chitosanového nanovlakna
o rozmérech 1 cm? aplikovan suchy na polypropylenovém podkladu, ktery se naslednd
navlhéil fyziologickym roztokem. Posledni rdna byla piekryta jen gazovym cCtvercem
navlhéenym fyziologickym roztokem. Nésledné¢ vSechny rény byly spolecné piekryty
gazovym c¢tvercem, ten byl zafixovan néplasti a télo potkana bylo obvdzano obvazem a ten

nasledn¢ zafixovan elastickym obinadlem.
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Obr. €. 10: Schéma osetfeni. CH - rana prekryta chitosanovym nanovldknem, FR - rana pfekryta pouze gazou

navlhéenou fyziologickym roztokem, K - rana ptekryta chitosanovym nanovldknem s navazanou kolagenazou.

Rény byly pfevazovany kazdé 4 dny aZ do zahojeni. Rany byly fotografovany (EOS D350,
Canon, Tokyo, Japonsko), a méfeny milimetrovym méfitkem. Métena plocha byla hodnocena
programem Image] kalibrovaném na standardni délku s pouZzitim milimetrového méfitka.

Byla hodnocena velikost rany, kterd byla vyjadiena podle vzorce:

. , % zranéné plochy vden n
likost rany (mm) =
velikost rany ( ) zranéna plochavden 0 (3)

Zaroven byla sledovana i mira epitelizace, tj. hojeni rany podle vzorce:

, o g % epitelizaci jizv,
mira epitelizace = — 0 L2y 4)
zranénd plocha vden 0
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Priprava chitosanového nanovlakna s kolagenazou

Ptiprava nanovldkenného nosice s kolagendzou navézala na diplomovou praci Mgr. Veroniky
Kratochvilové. Cilem této prace bylo pfipravit nanovlakenny nosi¢ z chitosanu
s imobilizovanou kolagenazou a ve spolupraci prof. MUDr. Martinou Reza¢ovou, Ph.D.
a Mgr. Renatou Kohlerovou, Ph.D na Ustavu lékaiské biochemie Lékatské fakulty v Hradci
Kralové ovefit jeho efekt na hojeni excizni a nekrotické rdny u experimentalniho zvitete.
Klostridialni kolagendza je v soucasné dobé pouzivand v enzymatickém debridementu
v piipravku Iruxol®, ve které vyrobce deklaruje obsah 0,48 - 3,00 mg enzymu v 1 g masti.
[24]

Nanovldkenné formy chitosanu (CS) jsou propustné pro molekuly kysliku a vody,
diky c¢emuz podporuji regeneraci pokozky, bunééné dychéni, zadrzovani vlhkosti,
odstraniovani vymeéskti a hemostazu. Diky témto piedpokladim bylo navrzeno spojeni
nanovlakenného chitosanu s proteolytickym enzymem. Spojeni téchto dvou komponent jiz
diive prokazal netoxicitu. [81] Kolagenaza z bakterie Clostridium histolyticum se vyuziva
pro odstranéni nekrotické tkdné¢ v podob€ enzymatického debridementu. Klostridialni
kolagenaza je ve vod¢ rozpustny proteolyticky enzym a jako jediny je schopny degradovat

nativni kolagen, ktery svymi vlakny ukotvuje nekrotickou tkan k povrchu rany. [83]

Kovalentni vazba, aplikovana v této praci, se pouziva k u€innému zamezeni jak denaturace,
tak uvolnéni molekul enzymu. [84] Obzvlasté imobilizace proteaz kovalentni vazbou dale
snizuje autokatalyzu a kontroluje proteolyzu. [84; 85; 86] K navazani kolagenazy k nosici
byla pouzita karbodiimidova metoda s pouzitim aktiva¢niho ¢inidla EDC a S-NHS. Cilem
fady experimentli bylo sledovat miru vazby proteinu na standardni mnoZstvi nosice
(nanovldkna, nanocastice) s ménicim se mnozstvim vloZen¢ho enzymu. Ke sledovani miry
vazby kolagenazy byly pouzity analytické detekéni techniky — mikroBCA a sledovani
enzymové aktivity. Pro stanoveni enzymové aktivity kolagendzy byla sestrojena kalibra¢ni
zavislost absorbance na koncentraci kolagenazy v objemu 2 ml podle metody 3.8. Vysledky

jsou graficky zndzornény na obr. €. 11.

58



0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbance 320 nm

0O 2 4 6 8 10 12 14 16
Koncentrace pg/2ml

Obr. ¢. 11: Spektrofotometrické stanoveni aktivity kolagenazy ve 2 ml.

Kalibra¢ni rovnice y= 0,0597x — 0,0458 byla pouzita u dalSich experimentd pro vyhodnoceni

koncentrace aktivni kolagenazy.

Pro vyjadfeni koncentrace imobilizované kolagenazy na nanovlédknech byla pouzita metoda
microBCA. Podle pokynt vyrobce byla pfipravena kalibracni fada vobjemu 1 ml
podle metody 3.93.9 (obr. ¢. 12)
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Obr. ¢. 12: Stanoveni koncentrace kolagenazy metodou microBCA..

Kalibraéni rovnice y= 0,0031x — 0,0887 byla pouZita u dalSich experimentii pro vyhodnoceni

mnozstvi kolagenazy navazané na nanovladknech a v roztocich.

Pro ovéfeni potfebného mnozstvi kolagenazy pro vazbu na nanovlakno byla provedena
optimalizace jeji pocatecni koncentrace. V tomto experimentu bylo na nanovldkna véazéano
0,05; 0,1; 0,5; 1 a 3 mg kolagenazy. Kazd4 navéazka byla provedena v dubletu. Po inkubaci

nanovlaken byl odebran roztok po vazbé a 1. promyvaci frakce. Na nanovlaknech a v téchto
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roztocich byla stanovena aktivita kovalentné vazané kolagenazy dle postupu z kapitoly 3.8.

Vysledky jsou znazornény graficky na obrdzku ¢. 13.

5,5
e 5
% 45
= 4
= 3,5
g 3
ﬁf 2,5
s 2
< 15
= 1
2ol m
= 0

0,05 0,1 0,5 1 3

Navazka enzymu ve vazebném roztoku (mg)
Obr. ¢&. 13: Spektrofotometrické stanoveni aktivity kolagendzy navizané na mg nanovlakna.

Specificka aktivita navazané kolagenédzy byla 0,85; 1,10; 2,81; 3,67 a 5,34 ng/mg nanovldkna
Vv zavislosti na vlozeném mnozstvi enzymu. Koncentrace navdzaného proteinu bylo ovéteno

metodou microBCA dle postupu z kapitoly 3.9 a vysledky jsou na obr. ¢. 14.
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Obr. ¢. 14: Stanoveni koncentrace kolagendzy navazané na mg nanovlakna metodou microBCA.

Rozdily mezi katalytickou aktivitou kolagendzy a koncentraci kolagenazy lze vysvétlit
faktem, ze vazba molekul v oblastech aktivnich mist nebo v jejich blizkosti mlze vést
ke sniZzeni nebo Uplné ztraté aktivity. Tento pokles katalytické aktivity vs. vloZené mnoZstvi

enzymu byl jiZ pozorovan i pfi pouziti trypsinu v publikacich [ 81; 87].

Pro dalsi experimenty bylo na chitosanové nanovlakno navazano nejvyssi pouzité mnozstvi

kolagenazy.
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4.2 Hodnoceni vlivu chitosanového nanovliakna s kolagenazou na hojeni

rany u laboratorniho zvirete
V nasledujicich experimentech jsme hodnotili rychlost a kvalitu hojeni rany u laboratorniho
zvifete pti pouziti imobilizované klostridialni kolagendzy. Kolagenaza samotna ma schopnost
Stépit vSechny tii domény kolagenu na fragmenty a zpusobuje tak bunéfnou migraci.
Dulezitou roli pti hojeni rany tedy je jeji samotné vycisténi, vice informaci viz kapitola
¢. 1.61.608% Imobilizaci kolagendzy na nanovlakenny nosi¢ jsme schopni kontrolovat jeji
ucinek snizenim jeji autokatalyzy. [77; 78] Experimenty byly srovnany s efektem samotného

chitosanového nanovlakna a fyziologického roztoku na hojeni rany.

V experimentech byl sledovéan vliv chitosanova nanovldkna s kolagendzou na hojeni excizni
(fezné) a nekrotické rany laboratorniho potkana. Vzorky chitosanovych nanovlaken
s navazanou kolagenazou z Clostridium histolyticum mély specifickou aktivitu 2,205 - 2,35
ug enzymu / 9,29 mg chitosanového nanovlakna. Experimenty se zvifaty byly provedeny
v laboratotich Ustavu lékaiské biochemie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové.

4.2.1 Hojeni excizni rany
U laboratornich zvifat byla vytvotfena kruhova fezna rana s primérem 20 mm. chitosanova
nanovldkna s kolagendzou (plocha po vysuSeni 1-2 sz) byly aplikovany na ranu
podle postupu z kapitoly 3.133.12. Hojeni rany bylo sledovano 19 dni. Byl aplikovan
vzorkovy materidl — kolagenaza s chitosanovym nanovlaknem, a kontrolni materialy -
chitosanové nanovldkno a fyziologicky roztok. Réany byly fotografovany a mcéfeny
milimetrovym méftitkem. Byla hodnocena velikost rany a zaroven byla sledovana mira
epitelizace, tj. hojeni rany. Hodnoceni velikosti rany podle typu materialu je shrnuto na

obrazku ¢. 15. Na obrazku €. 16 je hodnoceni jednotlivych zvifat.
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Obr. ¢. 15: Praimérné procentualni hodnoty hojeni rany jednotlivych skupin krys v zavislosti na dni od vytvoteni

rany.

. 100 =e—fyziologicky roztok
£ 9 —-fyziologicky roztok
s 80 - —a—chitosan
= 70 - —>chitosan
=4 : 4
> 60 - ==chitosan + kolagenaza
B 50 =@-chitosan + kolagenaza
g 40
= 30 -
= 20 -
X 10 -
O T T T 1
do d2 d5 dis di9
den od vytvoreni rany

Obr. ¢. 16: Hojeni rany jednotlivych zvifat v zavislosti na dni od vytvofeni rany.

Vsechny rany se zahojily velmi rychle 15. az 19. den od vytvofeni rany. V zahojeni nebyly
zadné velké rozdily. Rany piekryté navlhéenou gazou fyziologickym roztokem mély zvitata
Casto k sobé prilepeny, zatimco v ptipadé chitosanového nanovldkna a chitosanového
nanovldkna s kolagenazou zlistal na rané prilepeny jen sledovany materidl a vytvoril

strupovity utvar. Zavérem lze fici, ze kolagendza neurychluje hojeni excizni rany.
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4.2.2 Hojeni nekrotické rany
V literatufe se uvadi vhodnost pouziti kolagenazy pro hojeni nekrotické rany [86], tato
varianta byla dale experimentalné provedena s kolagen4dzou imobilizovanou na chitosanovém

nanovlaknu.

Na hibeté laboratornich zvifat byly vytvoteny tfi nekrotické rany o priméru 1 cm cca 2 cm
od sebe (obr. ¢. 17) zahtatym hlinikovym pecetidlem. chitosanové nanovlakna s kolagenazou
byly aplikovany podle postupu z kapitoly 3.13. Hojeni rany bylo sledovano 32 dni.

Byl aplikovan vzorek — kolagenéaza s chitosanovym nanovldknem, a kontrolni materialy -
chitosanové nanovldkno a fyziologicky roztok. Hodnoceni hojeni nekrotické rany bylo
provadéno stejnym postupem jako u hojeni excizni rany. Na obr. €. 17 je vyobrazeno vzhled

rany v den aplikace, 4. den po popaleni a v den ukoncéeni pokusu.

schéma oSetieni | 4. den po popaleni 0. den (aplikace) 32. den (ukonceni

pokusu)

Obr. ¢. 17: Schéma oSetieni a fotografie hojici se nekrotické rany. CH - rana piekryta chitosanovym
nanovlaknem, FR - rana piekryta pouze gazou navlhéenou fyziologickym roztokem, K - rana prekryta

chitosanovym nanovlaknem s imobilizovanou kolagenazou. kolagenazou.

Prvnich par dni od vytvofeni nekrotické rany se vzhled rany neménil. Nasledné€ po tydnu
od popéleni rdna ztmavla a zménila se ve strupovity utvar. Na obrazku ¢. 18 jsou shrnuty

vysledky hodnoceni velikosti rany.
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Obr. ¢. 18. : Velikost nekrotické rany v zavislosti na dni od vytvofeni rany.

Pfi pozorovani neoSetfované rany byly vysledky hojeni obdobné jako u oSetfované rany.
Po tydnu misto ztmavlo a kiize méla strupovity charakter, ktery se 17. den zacal odchlipovat
a po jeho odstranéni byl vidét novy, ale mensi strup. NeoSetfovana rana byla 35. den
zahojena jen se tfemi drobnymi strupy. Nejrychleji se hojila rana kryta chitosanem. Hojeni
rany chitosanem s kolagendzou bylo podobné jako pftipouziti fyziologického roztoku
a na hojeni nekrotické tkané neméla zadny vyrazny efekt. Na rozdil od fezné rany se tato rana
hojila hlavné epitelizaci. Zavérem lze fici, ze chitosanové nanovldkno urychluje hojeni

nekrotické rany.

Navazujici experiment byl rozsifen na pocetné&jsi skupinu laboratonich zvifat. Bylo pouzito
6 samcu starych 24,7 tydnt s primérnou hmotnosti 377 g. Na hibeté laboratornich zvitat byly
vytvoteny dvé nekrotické rany o priméru 1 cm cca 2 cm od sebe (obr. €. 19) zahiatym
hlinikovym pecetidlem. Byl aplikovan vzorkovy materidl — kolagenaza s chitosanovym
nanovlaknem, a kontrolni material - chitosanové nanovlakno podle postupu z kapitoly 3.13.
Hojeni rany bylo sledovano 30 dni. Vyhodnoceni hojeni nekrotické rany bylo analogické jako

u pfedchozich dvou experimentt.

Na obr. ¢. 19 je vzhled rany v den aplikace, 6. den a 13. den po popaleni a v den ukonceni

pokusu.
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schéma 0. den (aplikace) 6. den po|13. den po | 30. den (ukonceni

oSetfeni popaleni popaleni pokusu)

Obr. &. 19: Schéma oSetieni a fotografie hojici se nekrotické rany. K — rana prekryta chitosanovym

nanovldknem s navazanou kolagenazou, C — rana ptekryta chitosanovym nanovlaknem

Stejn¢ jako v pfedchozim experimentu s nekrotickou rdanou se prvnich par dni réna
se vzorkovym a kontrolnim materidlem nemeénila, nasledné ztmavla a vytvoftila strupovity
utvar. Pii strzeni strupu bylo zji$téno, Ze ¢ast rany je zepitelizovand a na dalsi ¢asti se vytvari

novy strupovity utvar. Na obrazku ¢. 20 jsou shrnuty vysledky hodnoceni velikosti rany.
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Obr. &. 20 Hojeni nekrotické rany v ¢ase. Primérné hodnoty z 5 zvitat.
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Pribéh hojeni rany oSetfované kolagenasou i chitosanem byl stejny do 9. dne od poranéni.
Potom se rana s kolagenasou hojila rychleji, a ke kone¢nému zahojeni rany doslo v obou

sledovanych skupinach stejné, tj. 30. den.

V experimentu byla dale hodnocena velikost jizvy ve srovnani s velikosti rany

podle pouzitého materialu na zac¢atku a na konci oSetfovani (obr. ¢. 21)

100 -
B chitosan + kolagendza
m chitosan

%o velikosti rany
.
=

d0 d30jizva

Obr. ¢. 21: Porovnani velikosti jizvy s velikosti rany.

Béhem formovani jizvy je spravna remodelace kolagennich vldken zévisld na rovnovaze
mezi jejich syntézou a odbourdvanim. Fyziologicky degradaci kolagennich vldken zajist'uji
metaloproteinazy, které jsou produkované neutrofily, makrofagy a fibroblasty. [28] Velikost
jizvy pii hojeni rany s nanovlakennym nosi¢em z chitosanu s imobilizovanou kolagenazou

byla 0 20% mensi oproti hojeni nekrotické rany pouze s chitosanovym nosi¢em.
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4.3 Sledovani ucinnosti sorpce proteini na chitosanové nanomaterialy

Cilem ftady sorp¢nich experimentii bylo pomoci metod analytické chemie sledovat miru
sorpce modelovych proteinii kolagenazy a ovalbuminu na nanomaterialové nosice tvoiené
chitosanem (nanocastice, nanovldkna). Velmi studované jsou mozné aplikace biomateridlti
v rychle se vyvijejicim oboru drug delivery systéms, tedy transportnich a aplikacnich
soustavach, napt. v oblastech trans - dermalniho nebo trans - muké6zniho dorucovani 1é¢iv

pii hojeni ran anebo vyvoji slizni¢nich vakcin

Chitosan jako snadno dostupny polysacharid disponuje vyhodami biodegradability
a biokompatibility pro zivé organismy. Chitosanova nanovldkna pouzitd v této Casti prace
jako srovnavaci material jsou nanovlakna s primérem tloustky 100 - 400 nm. Nanovldkna
jsou dobfe snaSena, ovSem v piipad¢ chitosanovych nanocastic mize byt rizikem jejich
velikost. Nanocastice mensi nez 100 nm mohou vstupovat do bunék endocytdézou a pulsobit
na organismus toxicky. [1; 89] Velikost nanoc¢astic byla 150 a 182 nm a spliuje tak netoxicitu

pro potencialni in vivo aplikace.

Nosi¢i modelovych proteinti byla chitosanova nanovldkna pfipravena elektrospiningem
ve spolupraci s Ing. M. Munzarovou, Nanovia s.r.0., nanoc¢astice z chitosanu/TPP ptipravené
metodou  ionotropniho  gelovaténi  podle [43] a  kopolymerni  nanocastice
z chitosanu/PLA/PAA, které byly darem prof. Ing. V. Sedlafika, Ph.D. z Univerzity Tomase

Bati ve Zliné.

Nejjednodussim zplisobem provedeni sorpce molekul k povrchu nanovldken/nanocastic, je
inkubace nanomateridlu v roztocich obsahujici proteiny. Na sorpci se podileji Van der
Waalsovy sily, elektrostatické sily, hydrofobni interakce nebo vodikové vazby. Pro zajisténi
stability proteinu na materialu jsou nosice pfipraveny vzdy tak, aby byly ihned po piipravé

pouzity ke svému tcelu, v tomto pripadé testovani obsahu proteinu analytickymi metodami.

U jednotlivych nosi¢ii byly pouzity riizné poméry protein/nosi¢ s cilem nejvyssi uéinnosti
sorpce. Ke sledovani miry sorpce proteinli na nanomaterial byl pouzit test microBCA.
Utinnost sorpce a sorpéni kapacita nosi¢e byly hodnoceny také nepiimou kvantifikaci

zlstatkového proteinu v roztocich testem mikroBCA.

Tyto parametry byly vypo¢itany podle vztaht (3) a (4), uvedenych v [90] Uéinnost sorpce je
definovéna jako procento hmotnosti proteinu sorbovaného v polymernim nosi¢i vzhledem

k pocatecnimu mnozstvi nalozeného 1é¢iva. [80; 91]
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celkovy vloZeny protein—nenavazany protein po vazbé

Uéinnost sorpce (%) = x 100
p ( /0) celkovy vloZeny protein (3)
v s . iy vlozeného proteinu— pg nenavazaného proteinu
Sorpéni kapacita nosice = 8 P e 7o 2P (@)
mg CS nanovlaken/nanocastic v suchém stavu

4.3.1 Sorpce kolagenazy na chitosanova nanovlikna

Na chitosanova nanovlédkna s ploSnou hmotnosti 10 g/m2 o rozmérech 1,5 x 1,5 cm, byla
sorpci navazana klostrididlni kolagenaza v koncentracich 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 3 mg/ml
zasobniho roztoku. Sorpce probihala po dobu 2 h podle metody z kapitoly 3.6. Hodnoceni
ucinnosti sorpce kolagenazy bylo méfeno piimym méfenim na nanovlaknech testem

microBCA (obr. ¢. 22)
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Obr. ¢. 22: Stanoveni koncentrace kolagenazy sorbované na nanovlaknech metodou microBCA.

Stoupajici trend ve vysledcich sorpce kolagendzy ukazuje na dostate¢nou kapacitu nosice.

Ke snizeni kapacity dochazi s vloZenim 3 mg proteinu na mg nanovlaken.

Nepiimé hodnoceni, vypocitané z naméfenych hodnot koncentrace proteinu v roztocich
pied sorpci a po sorpci, tj. u€innost sorpce a sorp¢ni kapacita nosice je znazornéno v tabulce.
¢. 7.
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Tab. ¢. 7 : Stanoveni koncentrace enzymu navazaného na nanovlakné a nepfimé stanoveni ti¢innosti sorpce

a sorpéni kapacity metodou microBCA.

Protein/nanovlakno | ucinnost sorpce | sorpéni kapacita
navazka enzymu (mg)
(ng/mg) (%) nosice (ng/mg)
0,05 7,5 (£ 3,6) 39 18
0.1 60 (+1,9) 20 14
0.5 100 (= 11,1 0 0
1 151 (+ 8,5) 0 0
3 166 (= 78.,5) 0 0

Z neptimého hodnoceni je vidét, Ze ucinnost sorpce (u navazek 0,05 mg a 0,1 mg) se
zvySujicim mnoZstvim enzymu se netypicky snizuje. Také sorpéni kapacita nosice se se
zvySujici koncentraci enzymu snizuje. Tyto trendy jsou nejpravdépodobnéji zplsobeny
autolytickou aktivitou kolagenazy v roztoku.

Proto byla ovéfena moznost pouziti protedzovych inhibitord pii sorpénim protokolu.
Vhodnym typem inhibitoru pro ucely docasného zablokovani vazebného mista enzymu
pfi vazb&€ k nosi¢i jsou kompetitivni inhibitory [92]. Kompetitivni inhibitor se vaze
do aktivniho centra enzymu a pifi zvySeni koncentrace substratu je inhibitor vytésnén.
Pii pouziti nekompetitivniho inhibitoru dochazi k znemoznéni vazby substratu v disledku
ovlivnéni konformace aktivniho mista. Pro inhibici kolagendzové aktivity byl pouzit EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail, Mini, cOmplete™. V ptitomnosti inhibitoru byla stanovena
aktivita kolagenazy s cilem zamezit autokatalyze béhem sorpce podle postupu z kapitoly

3.83.8 (obr. ¢. 23)
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Obr. ¢. 23: Stanoveni kolagenazy v pfitomnosti smési proteazovych inhibitora.

Pouziti proteazového inhibitoru pro kolagenazu na obr. ¢. 23 neukazal na efektivni inhibici
danou smési inhibitord. Kolagenaza pouZita v této praci je podle dodavatele smési enzymi
obsahujici kolagenazu 1., kolagenazu II., clostripain, trypsin a neutralni protedzu. Z vysledka
lze predpokladat, ze kolagenaza v roztoku velmi rychle ztrdci svoji enzymovou aktivitu,
a pro sorpéni experimenty neni vhodnym proteinem. Proto byla do dalSich sorpénich

experimentll nahrazena modelovym proteinem ovalbuminem.
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4.3.2 Sorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna

Ovalbumin je protein o velikosti 44 290 Da a extinkénim koeficientem 6,9 - 7,6.
Pro vyjadieni koncentrace sorbovaného ovalbuminu byla pouzita metoda microBCA. Podle
pokynii vyrobce byla piipravena kalibra¢ni fada v objemu 1 ml podle metody 3.9.1
(obr. ¢. 24)
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Obr. ¢. 24: Kalibrace pro stanoveni koncetrace ovalbuminu metodou microBCA.

Kalibra¢ni rovnice y = 0,0087x + 0,162 byla pouzita pro vyhodnoceni koncentrace proteinu

sorbovaného na nanovlaknech, nanocasticich a v roztocich.

V sad¢ nasledujicich experimentl byly zkoumany rizné poméry ovalbuminu k chitosanovym
nanovlaknim. Pro sorpci byly zvoleny chitosanova nanovlakna o rozméru 1,5 x 1,5 cm
s ploSnou hmotnosti 10 g/mz. Ovalbumin byl sorbovan po dobu 2 hodin v koncentracich 0,1;

0,5; 1 a 3 mg podle metody z kapitoly Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.7.

Zakladni hodnoceni uspésnosti sorpcnich experimentii bylo ovéfeno pomoci metody SDS-
PAGE podle kapitoly 3.11 (ukazka na obr. ¢. 25, dalsi elektroforeogramy neuvedeny)
a spektrofotometrickym métfenim roztoku proteinu pied vazbou a po vazbé podle vztahu (2)

metodou z kapitoly 3.10 (tab. ¢. 8).

71



Obr. &. 25 : SDS-PAGE elektroforéza ovalbuminu (c= 100 pg/ml) sorbovaného na chitosanové nanovlakno.
Pozice: 1 - marker, 2 - vazebny roztok, 3 - roztok po vazbé, 4 - 1. promyvaci frakce. 10% délici gel. Barveno

Coomasie Briliant Blue.

Tab. ¢. 8 : Stanoveni koncentrace ovalbuminu spektrofotometrickou metodou.

Navazka ) _
protein/ vazebny protein v roztoku po protein v promyvacim
enzymu
( y) . roztok (ug/ml) vazbé (ug/ml) roztoku (ug/ml)
mg

0,5 636 241 0

1 637 557 0

3 4045 1579 0

" Vysledky pro navazky 0,05 a 0,1 mg neuvedeny, pod limitem detekce piistroje.

Zvysledkit z SDS-PAGE na obr. ¢. 25 a vysledkii ze spektrofotometrického méteni
koncentrace proteinu pted a po vazbé¢ (tab. ¢. 8) Ize pozorovat snizeni koncentrace proteinu

pred a po sorpci na nanovlakna. Proto je mozné piedpokladat uspésnou sorpci ovalbuminu.

Hodnoty koncentrace pro nepiimé hodnoceni ti€innosti sorpce a sorpcni kapacity nosice byly

stanoveny metodou microBCA z kapitoly 3.92 a jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.
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Tab. ¢. 9 : Stanoveni koncentrace ovalbuminu navazaného na nanovlakné, G¢innosti sorpce a sorpéni kapacity

metodou microBCA.

zs Sorp¢ni
NS Protein/ 0 ) - )
¢innost apacita
ehzymu nanovlakno >
(g mg) sorpce (%0) nosice
ng/ mg
(mg) (ng/mg)
49 (+2,2) 32
01 54
(49 %) (32 %)
235 (+28,1) 193
0,5 78
(47 %) (39 %)
489 (£ 65,0) 600
1 75
(49 %) (60 %)
888 (+6,7) 1331
3 68
(30 %) (44 %)

Z ptimého méfeni koncentrace ovalbuminu na mg nanovldken vyplyva, Ze se zvySujicim se
mnozstvim vlozeného ovalbuminu na chitosanova nanovlakna byla detekovana zvySujici se
koncentrace sorbovaného proteinu. V procentualnim vyhodnoceni navazka 3 mg ovalbuminu
/mg nanovlaken ukazuje jen na 30% vytéZzek sorpce na mg nosice. Tento vysledek miZze byt
pravdépodobné ovlivnén sorpci ovalbuminu do vnitini struktury nanovlédken s nedostupnosti

pro microBCA reagencie.

Pti vlozeni 0,1 mg ovalbuminu se na mg nanovldken navazalo 49 % proteinu. Nepiimou
metodou byla uc¢innost sorpce spocitdna na 54 %. Dalsi vypoctené hodnoty t¢innosti sorpce
ovalbuminu ukazuji stoupajici trend s pouzitim 0,5 a 1 mg proteinu (78 a 75%). Trend sorp¢ni
kapacity nosice se zvySujicim se mnozstvi vloZzeného ovalbuminu na mg nanovlaken stoupa
opét do 1 mg vlozeného proteinu (60%), pti pouziti 3 mg ovalbuminu jeho mira sorpce klesa
(44%). Tento vysledek je také v souladu s vysledky detekovaného ovalbuminu na miligram

nanovlakna ptfimou metodou a také s vypoctenou ucinnosti sorpce.
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4.3.3 Sorpce ovalbuminu na CS/TPP nanocastice

Pro vazbu ovalbuminu jednoduchou sorpci byly dale zvoleny chitosanové nanocastice.
Nanocastice byly piipravené metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu s anionty
tripolyfosfatu (TPP) v poméru 2,5 : 1 v prostiedi 0,1 M octanovém pufru s pH 3,3. Principem
vzniku nanocéstic je spojeni opacné nabitych molekul vlivem elektrostatickych interaket,

tj. spojeni chitosanu jako polykationtu s anionty TPP podle [43]

Ovalbumin byl po dobu 2 hodin sorbovan v koncentracich 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 3 mg na 2 mg
nosi¢e podle metody z kapitoly 3.7.

Uspé&snost sorpénich experimentu byla ovéfena stejnym zpiisobem jako u predchozich
experimentt, a to pomoci SDS-PAGE podle metody z kapitoly 3.11 (ukazka na obr. ¢. 26,
dalsi elektroforeogramy neuvedeny) a spektrofotometrickym métenim roztoku proteinu pted

vazbou a po vazbé podle metody z kapitoly 3.10 (tab. ¢. 10).

kD
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Obr. ¢. 26: SDS-PAGE elektroforéza ovalbuminu (¢c= 500 pg/ml) sorbovaného na nanocastice CS/TPP. Pozice: 1
- marker, 2 - vazebny roztok, 3 - roztok po vazb¢, 4 - 1. promyvaci frakce. 10% délici gel. Barveno Coomasie

Briliant Blue.

Tab. ¢. 10: Stanoveni koncentrace ovalbuminu spektrofotometrickou metodou.

Navazka protein/ . protein v
enzymu vazebny roztok LGl \i roztoku promyvacim roztoku
ma)* (ng/ml) po vazbé (ug/ml) (ng/ml)
0,5 428 198 15
1 872 356 12
3 2060 1087 56

" Vysledky pro navazky 0,05 a 0,1 mg neuvedeny, pod limitem detekce piistroje.
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Z vysledkt z SDS-PAGE na obr. ¢. 26 a vysledkl ze spektrofotometrického méfeni (tab. 10)
1ze pozorovat nizsi koncentrace proteinu pied a po sorpci ovalbuminu. A tak predpokladdme

uspeésnou sorpci proteinu na nanocastice.

Hodnoty koncentrace pro nepiimé hodnoceni Gc¢innosti sorpce a sorpcni kapacity nosice byly

stanoveny metodou microBCA z kapitoly 3.9 a jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.

Tab. ¢. 11: Stanoveni koncentrace ovalbuminu na nanoc¢asticich CS/TPP, t¢innosti sorpce a sorpéni

kapacity nosi¢e metodou microBCA.

» Sorpéni
Navazka Protein/ g ¢ K P it
c1nnos apacita
enzymu nanodastice °
e} sorpce (%) nosice
m
(mg) ug/emg (ng/mg)
0,05 0 8 3(6%)
01 0 3 2 (2 %)
14 (£0,9)
05 13 40 (8 %)
(3%)
39 (£2,2)
. 21 135 (14 %)
(4%)
176 (+ 32,7)
, 51 761 (25 %)
(6%)

Z ptimého méfeni koncentrace ovalbuminu na 2 mg nanocastic CS/TPP bylo zjisténo,
ze se zvysujicim se mnozstvim vloZzeného ovalbuminu opé€t stoupd mira sorpce proteinu.
U navazek 0,05 mg a 0,1 mg ovalbuminu nebyl metodou microBCA detekovan sorbovany
protein na nanocasticich, a pfi hodnoceni G¢innosti sorpce nepifimou metodou byla spocitana
ucinnost sorpce 8 % a 3 %. U navazek 0,5 mg; 1 mg a 3 mg ovalbuminu vlozenych na vzorek
nanocastic byla pfimou metodou detekovana velmi nizkd koncentrace ovalbuminu 3 %, 4%
a 6 %, pravdépodobné ukazujici na molekuly ovalbuminu ve vnitini struktufe materialu

nedostupné pro stanoveni mikroBCA reagenciemi. Nepiimé metoda ukazuje na zvysujici se
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ucinnost sorpce 13 %, 21 % a 51 %. Tyto procentudlni vysledky pouze ukazuji na stoupajici,
ale nizky trend miry sorpce ovalbuminu na CS/TPP nanocastice. Také sorpéni kapacita nosice

ukazuje na stoupajici trend s maximem 25% (761 pg ovalbuminu/mg nanocastic).

Velké rozdily mezi pfimym meéfenim koncentrace proteinu na nanocasticich a nepfimym

hodnocenim mohou byt déale zplisobeny ztratami nanoc¢astic pfi manipulaci s nimi.

4.3.4 Sorpce ovalbuminu na kopolymerni nanocastice CS/PLA/PAA
Pro vazbu ovalbuminu jednoduchou sorpci byly dale pouzity kopolymerni nanocastice
CS/PLA/PAA pftipravené komplexacni technikou do formy nano-submikro ¢astic
na Univerzit¢ Tomase Bati ve Zling. Lyofilizované ¢astice byly rehydratovany dle postupu
z kapitoly 3.4. Ovalbumin byl po dobu 2 hodin sorbovan v koncentracich 0,1; 0,5; 1 a 3 mg
na 2 mg nosic¢e podle metody z kapitoly 3.77.

Usp&snost sorpce byla vyhodnocena stejnym postupem jako u piedchozich experimenti
pomoci SDS-PAGE podle metody z kapitoly 3.11 (ukazka na obr. 27, dal$i elektroforeogramy
neuvedeny) a spektrofotometrickym méfenim roztoku proteinu pred vazbou a po vazbé

podle metody z kapitoly 3.10 (tab. ¢. 12).

Obr. ¢. 27: SDS-PAGE elektroforéza ovalbuminu (c= 500 pg/ml) sorbovaného na kopolymerni nanoc¢éstice
CS/PLA/PAA. Pozice: 1 - marker, 2 - vazebny roztok, 3 - roztok po vazbé, 4. 1. promyvaci frakce. 10% délici

gel. Barveno Coomasie Briliant Blue.
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Tab. ¢. 12 . Stanoveni koncentrace ovalbuminu spektrofotometrickou metodou.

Navazka
enzymu protein/ vazebny protein v roztoku po protein v promyvacim
roztok (ng/ml) vazbé (ng/ml) roztoku (pg/ml)
(mg)*
0,5 375 139 15
1 765 314 24
3 1753 970 140

“Vysledky pro navazku 0,1 mg neuvedey, pod limitem detekce pristroje.

Zvysledki z SDS-PAGE na obr. ¢. 27 a vysledkii ze spektrofotometrického méteni

koncentrace proteinu pied a po vazb¢ (tab. ¢. 12) lze pozorovat niz§i mnozstvi proteinu

po vazb¢ a piedpokladame tak GspéSnou sorpci proteinu na nanocastice.

Hodnoty koncentrace pro nepfimé hodnoceni Uc¢innosti sorpce (tabulka ¢. 13) a sorpéni

kapacity nosice byly stanoveny metodou microBCA.

Tab. ¢. 13: Stanoveni koncentrace proteinu na kopolymernich nanoc¢asticich CS/PLA/PAA, uc¢innosti

sorpce a sorpéni kapacity nosi¢e metodou microBCA.

navazka| protein/ sorpéni
enzymu | nanocastice ucinnost kapacita
sorpce (%) | nosice
(mg) (ng/ 2 mg) (ng/mg)
81 (£1,3)
0,1 31 22 (22 %)
(81 %)
37 (£2,5)
0,5 58 167 (33 %)
(7 %)
136 (+7,9)
1 67 540 (54 %)
(14 %)
259 (+ 4,6)
3 46 | 695 (23 %)
(9 %)
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Z ptimého méfeni koncentrace ovalbuminu na 2 mg kopolymernnich nanocastic
CS/PLA/PAA vyplyva, ze se zvySujicim se mnozstvim vlozeného ovalbuminu se zvySuje
koncentrace sorbovaného proteinu. Procentudlni hodnoceni ptimou metodou 81%; 7 %; 14%
a 9 % ukazuje velky pokles miry sorpce a na molekuly ovalbuminu ve vnitini struktuie
materidlu, které jsou nedostupné pro reagencie microBCA testu. Uinnost sorpce hodnocena
nepifimou metodou ukazuje na nejvyS$i ucinnost sorpce pii vlozeni 1 mg proteinu
na nanocastice (67%). Stejny trend ukazuje sorpcni kapacita nosi¢e s maximem 54 % pii 1 mg
vlozen¢ho proteinu (540 pg ovalbuminu/mg nanocastic). Velké rozdily mezi pfimym
meéfenim koncentrace proteinu na nanocasticich a nepfimym hodnocenim také mohou byt

zpuisobeny ztratami nanocastic pii manipulaci s nimi.

4.3.5 Porovnani ucinnosti sorpce z pifimého a neprimého méreni proteinu na
nanomaterialu

Z ptedchozich vysledkl bylo provedeno srovnani U€innosti sorpce ovalbuminu (obr. €. 28)

z piimého méfeni proteinu metodou microBCA vSech zkoumanych nanomateridlu, a to:

chitosanovych nanovlaken, chitosanovych nanocastic (CS/TPP) a nanocastic z kopolymeru

chitosanu (CS/PLA/PAA) z navazek vlozeného enzymu 0,5 mg, Img a 3mg. Nizsi vlozené

navazky nebyly zahrnuty do vyhodnocovani vysledk.

900 - -
é 800 -
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nanovlakna nanocastice nanocastice
chitosan CS/TPP * CS/PLA/PAA *

Obr. ¢&. 28: Stanoveni sorpce ovalbuminu na biomaterialy pifimou kvantifikaci. (* vztazeno na vzorek 2 mg

nanocastic)
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Zvysledkll lze fici, ze u vSech pozorovanych nanomateridli doSlo se zvySujicim se
mnozstvim vlozeného ovalbuminu ke vzriistu mnozstvi sorbovaného proteinu. Nejvetsi
vytézky sorbovaného ovalbuminu prokazala chitosanovéd nanovldkna, coz je mozné vysvétlit
jejich vlaknitou strukturou a ztratami nanoclastic pfi manipulaci s nimi. Nanocastice
s kopolymeru chitosanu CS/PLA/PAA poskytovaly vyssi vytézky sorbovaného proteinu

nez chitosanové nanocastice CS/TPP.

Na dal$im grafu bylo provedeno srovnani u¢innosti sorpce ovalbuminu (obr. €. 29) neptimou

kvantifikaci ztstatkového proteinu v roztoku metodou mikroBCA.

90 +
N
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g 70 -
g 0
E 60 0,1 mg
g 50 - ®0,5mg
g 40 1 1mg
= |
s 30 =3 mg
2 20 -
2
-E 10 T
S 0
nanovlakna nanocastice nanocastice
chitosan CS/TPP CS/PLA/PAA

Obr. ¢. 29: Srovnani u¢innosti sorpce z neptimého méfeni proteinu na chitosanovych nanovlaknech,

chitosanovych nanoc¢asticich CS/TPP a nano¢asticich z kopolymeru chitosanu (CS/PLA/PAA).

Utinnost sorpce vyhodnocena nepfimym méfenim vykazovala stoupajici trend pouze
u nanoCastic z chitosanu, Kkde s nartstajicim mnozstvim vloZzeného enzymu nartstalo
mnozstvi sorbovaného proteinu. U chitosanovych nanovldken je nejvy$si Gi¢innost sorpce
pozorovana u navazky 0,5 ug proteinu. U nanocastic z kopolymeru chitosanu CS/PLA/PAA je

nejvetsi ucinnost sorpece u navazky 1 mg vlozeného ovalbuminu.
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4.4  Sledovani kinetiky uvolnéni ovalbuminu z nanocastic

U nanocastic pouzitych v této praci byla sledovana mira a kinetika desorpce, tedy uvolnéni
proteinu, pii laboratorni teploté do 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 podle metody z kapitoly
3.7. Uvolnovani proteinu z nanocastic zavisi na vlastnostech nanomaterialu, tzn. na chemické
struktufe polymeru, na proteinu samotném, i metodé¢ uchyceni proteinu a na reakénich

podminkach experimentu jako napt. pH, teploté, iontové sile a chemickém slozeni prostiedi.

[93]

Na nanocastice CS/PLA/PAA a CS/TPP bylo sorbovano 1 a 3 mg ovalbuminu na 2 mg ¢astic.
Vzorek byl v objemu 1 ml fosfatového pufru pH 7,3 a cely objem supernatantu byl nékolikrat
cely vyménén. Koncentrace proteinu uvolnéného do supernatanti byla zméfena pomoci
microBCA testu podle metody z kapitoly 3.9.3 (viz tabulka ¢. 14). Zaroven byla méfena
koncentrace ovalbuminu v samostatném alikvotu ¢astic, ktery slouzil jako 100% hodnota

pro vyneseni kumulativnich kfivek.

Tab. ¢. 14: Uvolnovani ovalbuminu z nanocastic CS/TPP a CS/PLA/PAA sledované v promyvacich frakci

metodou microBCA.

Protein/
Navazka | o o tice Pr’oteirlll 1. Pr’oteir)/ 2. Pr’oteir’1/ 3.
enzymu promyvaci frakce | promyvaci frakce | promyvaci frakce
(mg) (ng/2mg) (ng /ml) (ng /ml) (ng /ml)
Nanocastice CS/PLA/PAA
1 136 (= 7,9) 72 (£5,9) 6 (+1,0) 1(£0,9)
3 259 (£ 4,6) 204 (+10,6) 32 (£2,6) 1(+1,2)
Nanocastice CS/TPP
1 39 (x2,2) 9(x2,2) 0 0
3 176 (+32,8) 84 (+19,3) 0 0

U obou pozorovanych nanocasticich doslo se zvySujicim se mnozstvi vloZzeného proteinu

ke zvySeni mnoZstvi nasorbovaného ovalbuminu na nano¢ésticich.

Z vysledkl sledovani uvoliiovani ovalbuminu z nanocastic CS/PLA/PAA lze fici, Ze nejvétsi
koncentrace proteinu se uvolni jiz pfi prvnim promyti. U navazky 3 mg vlozeného proteinu

se pii prvnim promyti uvolnilo 79 % sorbované¢ho ovalbuminu a u navdzky Img vloZeného
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proteinu 53% sorbovaného ovalbuminu. V druhé a tfeti frakei frakei se kinetika uvoliiovani

ovalbuminu zpomalila.

Pti sledovani uvoliiovani ovalbuminu z nanocéstic CS/TPP bylo zjisténo, ze se veSkery
nasorbovany protein uvolnil pfi prvnim promyti. U navazky 3 mg vlozeného proteinu se
pfi prvnim promyti uvolnilo 48 % sorbovaného ovalbuminu a u navazky 1mg vloZeného
proteinu 23 % sorbovaného ovalbuminu. Cast proteinu pravddpodobné zdstala pevngji
sorbovana k funkénim skupindm chitosanu anebo ve struktufe nanocastic a mohla by se

uvolnit s degradaci jejich materialu.

Pro vyhodnoceni kinetiky uvolnéni ovalbuminu byla pouzita metoda kumulativni kiivky
uvedend v [11; 36; 43; 80; 90]. Kumulativni kiivky vyjadiuji koncentraci uvolnéného
ovalbuminu do promyvacich frakci. Vypocet byl proveden podle rovnice (5) a vyjadiuje

procento uvolnéného proteinu z proteinu detekovaného na nanocasticich [80] :

koncentrace proteinu v promyvaci frakci
P oy 100 (5)

uvolnény protein (%) =
yp ( /0) koncentrace proteinu na nanocasticich

Kumulativni kfivky uvoliovani ovalbuminu z nanocastic CS/PLA/PAA a CS/TPP jsou

graficky vyjadieny na obrazku ¢. 30.
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Obr. ¢.:30: Kumulativni kiivka uvoltiovani ovalbuminu z nanocastic CS/PLA/PAA a CS/TPP v promyvacich
frakcich
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U nanocastic CS/PLA/PAA pozorujeme, u obou navazek 1 a 3 mg ovalbuminu, pozvolngjsi
uvolnovani ovalbuminu, coz je pravdépodobné¢ ovlivnéno funkcionalizaci povrchu
nanocastice skupinami COOH kyseliny polymlé¢né a polyakrylamidové, které potlacuji efekt
uvoliiovani proteinu. Pozvolnéjsi uvoliiovani pravdépodobné zplsobuji elektrostatické
interakce mezi karboxylovou skupinou a pozitivné nabité molekuly proteinu. U nanocastic
CS/TPP dochazi k okamzitému uvolnéni veSkerého sorbovaného proteinu jiz pii prvnim
promyti. Fenomén pozvolného uvoliovani proteinu do uvoliiovaciho média je zadoucim

efektem pro kontrolované uvoliiovani 1é¢iva [82].
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5 ZAVER

Kolagenaza z Clostridium histolyticum byla imobilizovana na chitosanova nanovlakna
pfipravend metodou elektrospiningu. K imobilizaci byla pouzita karbodiimidovd metoda
s aktivacnimi ¢inidly EDC a S-NHS. Cilem pfipravy nosice s imobilizovanou kolagenazou
bylo ovéfeni predchozich vysledkl, vybér nejvhodnéjsi navazky kolagendzy na vzorek
nanovlaken a nasledna aplikace na excizni a nekrotické ran¢. Nejaktivnéjsi proteolyticky

nosic byl pfipraven s navazkou 3 mg kolagenazy, vykazujici aktivitu 5,34 pg/mg nanovlakna.

Efekt imobilizované kolagenazy na hojeni rany experimentdlnich zvifat byl testovan
ve spolupraci s dr. R. K6hlerovou z pracovisté Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové. Jednou z moZznosti enzymového debridementu k podpotfe hojeni ran je v soucasnosti
pouziti masti sobsahem mikrobidlni kolagenazy (Iruxol™). P¥ hodnoceni ucinku
chitosanového nanovlakna s imobilizovanou kolagendzou na excizni (feznou) ranu nebylo
pozorovano urychleni hojeni ani zména ve velikosti jizvy. Naopak pfi aplikaci stejného
nosice na nekrotickou ranu byl prokdzan Gc¢inek na urychleni hojeni rany i velikost vysledné
jizvy. Rychlost hojeni u nanovldkna s imobilizovanou kolagendzou probihala v ramci
sledovaného obdobi rychleji, ale v koneéném vysledku pfi srovnani s chitosanovym
nanovldknem k zahojeni rany doslo ve stejny den, tj. 30. den od vytvofeni rany. Zajimavym
zjisténim bylo, Ze velikost jizvy pifi hojeni rany s nanovldkennym nosi¢em z chitosanu
s imobilizovanou kolagendzou byla o 20 % mens$i oproti hojeni nekrotické rdny pouze

s chitosanovym nosi¢em

V druhé ¢asti prace byly sledovany 3 rlizné nanomateridly s obsahem chitosanu, na které byl
sorbovan modelovy protein. Pii sorpci kolagendzy znemoznilo jeji autolytické Stépeni
hodnoceni miry sorpce a bylo od jejiho pouziti ustoupeno. Modelovym proteinem byl
pro dalSi experimenty zvolen ovalbumin. Struktura nanocastic CS/TPP a kopolymernich
nanocastic CS/PLA/PAA byla modifikovana prostou sorpci. Srovndvacim materidlem byly

chitosanova nanovlakna. Sorp¢ni vlastnosti byly hodnoceny pfimou a nepiimou metodou.

U chitosanovych nanovlaken bylo zjisténo, Ze hranice sorbovaného proteinu se zvySujici se
koncentraci vloZzeného ovalbuminu je 1 mg/ml. Vys$§i navazka (3 mg) ovalbuminu ukazala
jen na 30% vytézek sorpce. Pti neptfimém vyhodnoceni trend sorpcni kapacity nosice stoupal
az na 1331 pg ovalbuminu/mg nanovlakna. Procentudlné nejvyssi sorpcni kapacita nosice

byla dosazena pfi vloZeni 1 mg ovalbuminu (60 %).
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Nanocéstice CS/TPP prokazaly pomérné dobré sorpcni vlastnosti, které s rostoucim mnozstvi
vlozené¢ho ovalbuminu stoupaly, nejlepsi vysledek sorpce byl dosazen s 3 mg vlozeného
ovalbuminu na 2 mg nanocastic. Pii porovnani vysledkl z ptimého méfeni ti¢innosti sorpce
ovalbuminu na nanocasticich byly zaznamenany velké rozdily, které¢ pravdépodobné ukazuji
na nedostupnost ovalbuminu ve vnitini struktufe materidlu reagenciim microBCA testu a také

na ztraty nanocastic béhem manipulace s nimi.

Stejné rozdily mezi pifimym a nepfimym vyhodnocenim sorpce ovalbuminu byly
zaznamenany u nanocastic CS/PLA/PAA. Z ptimého hodnoceni nanocastic CS/PLA/PAA
bylo zjisténo, Ze u€innost sorpce se zvysSujici se navazkou vlozeného proteinu snizuje. Naopak
hodnoceni nepfimou metodou ukézalo, ze nejvyssi Uc€innost sorpce je pii vlozeni 1 mg
proteinu  na  nanocastice (67%). Maximum sorpéni  kapacity nosi¢e  byla

540 pg ovalbuminu/mg nanocastic pii 1 mg vlozeného proteinu

U modelovych systémi nanocastic CS/TPP a CS/PLA/PAA byla sledovana kinetika
uvolnovani ovalbuminu do 0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 pomoci microBCA stanoveni
proteinu ve frakcich a pfipravou kumulativnich kinetickych kiivek. Nanocéstice CS/TPP
pii vlozeném mnozstvi ovalbuminu 1 mg a 3 mg uvolnily nejvétsi koncentraci sorbovaného
proteinu do prvni promyvaci frakce (48 %; 23 %). Nanocastice CS/PLA/PAA uvolnovaly
ovalbumin pozvolné, pii vlozeni 1 a 3 mg se do prvni frakce se uvolnilo 79 % a 53 %
ovalbuminu, do druhé 4 % a 12 % ovalbuminu a do tieti 0,7 % a 0,4 %. Zavérem lze fici,
ze nosice s kombinaci kyseliny polymlééné (PLA) a polyakrylové (PAA) jsou vhodngjsim
materialem pro aplikace nosici in vivo, kde je zadouci pomalé uvolnovani latky z matrice

nosice.
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