UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Nanomaterialy z biodegradabilnich polymeru vyuzZitelné jako
»drug delivery system«

Katefina Teichmanova

Bakalatska prace

2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2017/2018

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Katerfina Teichmanova

Osobni cislo: C15141

Studijni program: B2830 Farmakochemie a medicinalni materialy
Studijni obor: Farmakochemie a medicinalni materialy

Nédzev tématu: Nanomateridly z biodegradabilnich polymera vyuzitelné jako
”drug delivery system”

Zadavajici katedra: Ustav organické chemie a technologie

Zisady pro vypracovani:
1. Prehled biodegradabilnich polymerti. Charakterizace, obecné vyuziti.
2. Nanocastice z biodegradabilnich polymeri, v¢. hydrogelii a skafoldii a kopolymerti.
3. Vyuziti pro farmakochemické cely, drug delivery systémy.

1. Vysledky zpracujte formou zavéreéné zpravy.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

Vsechna dostupnd chemicka literatura.

Vedouci bakalarské prace: RNDr. Lucie Koreckda, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd
Konzultant bakalarské prace: Mgr. Jitka Kasparova

Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zaddni bakalarské prace: 28. tinora 2018

Termin odevzdani bakaldiské prace: 3. ¢ervence 2018

"%—7 /Wé_

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Milo3 Sedlak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V' Pardubicich dne 28. inora 2018



Prohlaseni

Prohlasuji:

Tuto préaci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které
jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zékona €. 121/2000 Sb., autorsky zékon, zejména se skute¢nosti, Ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zékona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
piiméteny prispévek na tthradu néklada, které na vytvofeni dila vynalozila, a to podle okolnosti

az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zédkona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o
zméné a doplnéni dalSich zdkont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich predpisii, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné a
prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 28. 6. 2018.

Katefina Teichmanova



Podékovani
Timto bych rada pod€kovala Mgr. Jitce Kasparové a RNDr. Lucii Korecké, Ph.D. za pomoc
pii zpracovani bakalaiské prace, za cenné rady a vénovany ¢as. Dale dékuji Ing. Jitimu
Palar¢ikovi, Ph.D. za pomoc s métenim velikosti nanocastic kyseliny hyaluronové.

V Pardubicich dne 28. 6. 2018.

Katefina Teichmanova



ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva nanomaterialy z biodegradabilnich polymerti s potencidlem
pro vyuziti v cilené distribuci 1é¢iv. Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni vlastnosti, moznosti
ptipravy a vyuziti n€kterych polymert s vysokym potencidlem pro kontrolované podani
terapeutickych latek. Dale se vénuje formam, v jakych se tyto systémy aplikuji do téla pacienta.
V experimentalni ¢asti je popsan postup piipravy nanocastic z Kyseliny hyaluronove, na které
byl navazan biotin jako bioaktivni molekula. Soucasti prace je také optimalizace postupu jeho
kvantifikace, kterd byla provadéna spektrofotometricky. U ptipravenych ¢astic modifikovanych
biotinem byla ovéfena jeho skladovaci stabilita. Byla také testovana odolnost vazby biotinu
na nanocasticich, a to po pusobeni silné kyselého a zasaditého prostiedi jako simulace

extrémnich podminek v organismu.

KLICOVA SLOVA

cilené dorucovani 1é¢iv, nanocastice, polymery, hydrogely, biodegradabilni

TITLE

Biodegradable polymers-based nanomaterials applied for drug delivery system

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with nanomaterials made of biodegradable polymers with potential
for use in targeted drug delivery. The theoretical part summarizes general properties, methods
of preparation and specific application areas of several polymers with high potential
for controlled delivery of therapeutic substances. It also focuses on the way how these systems
get into the patient's body. The experimental part describes the process of preparation
of nanoparticles of hyaluronic acid to which biotin has been bound as a bioactive molecule.
The thesis also includes the optimization of the process of its quantification, which was
measured spectrophotometrically. The prepared biotin-modified particles have been tested
for storage stability. Finally, the resistance of biotin binding to nanoparticles has also been

tested in acidic and alkaline conditions as a simulation of extreme conditions in the body.
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Uvod

Nanotechnologie je Vv soucasné dobé Siroce rozsifena do oblasti viaken a textilii,
elektroniky, forenznich véd, zemédélstvi, a predev§im mediciny a farmacie. R0zVOj
materialové védy otevira dvete do svéta, kde zasadni roli hraje rozmér nano. Velikost struktur,
které nas zajimaji, se totiz bézné¢ pohybuje od 1 do 100 nm. Unikatni vlastnosti jsou dtivodem,
pro¢ se dnes nanomateridly stale Casté&ji objevuji v fadé medicinskych aplikaci. Setkdme se
s nimi ve tkanovém inZenyrstvi, genové terapii nebo v systémech dorucovani I1é¢iv a jinych
bioaktivnich latek. Kontrolované dodavani 1éki je jednou z nejb&ZnéjSich oblasti,
kde se uplatiiuji nanocastice (NPS). Jejich pouziti je cestou, jak zlepsit terapeutické hodnoty
1é¢iva, jako napiiklad G¢innost Iéku, specifitu, toxicitu, rozpustnost a biologickou dostupnost.
Nanoenkapsulaci mizeme docilit zvySené ochrany proti pted¢asné degradaci. S pomoci NPs
Ize distribuovat nizkomolekularni latky, proteiny, peptidy ¢i dokonce geny do konkrétni tkané
nebo organu. Piedpoklada se, ze NPs interaguji s bunéénou sténou a jejimi proteiny stejné

snadno jako napf. viry, protoze jejich rozmér se také pohybuje v métitku nanometra [1].

K pfipravé nanocastic se pouzivaji ptirodni nebo syntetické polymery. Zastupci piirodnich
polymeri jsou napiiklad kyselina hyaluronova (HA) nebo chitosan. Za syntetickych Ize zminit
kyselinu polymlécnou (PLA), polyglykolovou (PGA) nebo jejich kopolymery (PLGA). Vybér
polymeru zaleZi na pozadovanych vlastnostech systému, biokompatibilité a farmakokinetickém

profilu Ié¢iva [1, 2].

Pii enterdlnim podani 1é¢iva do téla pacienta je v dasledku interakce 1éku s biologickym
prostiedim spusténa kaskada biotransformaci. Metabolismus 1é¢iva Vv téle je velmi slozity sled
reakci a jeho osud je ovlivnén také zptisobem uziti. V pfipadé podani 1éku tsty se mize byt
znacna Cast enzymaticky degradovana napt. v zaludku ¢i v jatrech jesté diive, nez se dostane
do krevniho ob¢hu. Cileny transport léciva (DDS) 1ze obecné definovat jako rlizné mechanismy
pfijimani terapeutickych latek do téla pacienta [3, 4]. 1dedIné vytvoreny DDS by mél vykazovat
nasledujici atributy: prodlouzené a fizené uvoliovani 1é¢iva, vys$si dostupnost, optimalni
terapeuticka koncentrace Iéku v plazmé s minimalni fluktuaci, zvySeni biologického polocasu
rozpadu léku, odstranéni toxickych vedlejSich ti€inki a Castého davkovani. VZzdy je nutno volit

kompromis mezi vhodnou farmakokinetikou léku a pohodlim pro pacienta.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Historie a zakladni vlastnosti polymert vyuzivanych pro drug delivery
systemy

O prvnim vyuziti polymert pro DDS informovali v roce 1964 Folkman a Long, jejichz
prace uvadi experimenty, pfi kterych jsou schopny hydrofobni nizkomolekularni lé¢iva
(napt. digitoxin) difundovat sténou silikonovych trubic definovanou rychlosti [5]. Od té doby
maji polymery nezastupitelné misto v oblasti vyzkumu kontrolovaného dodavani 1é¢iv.
Farmaceutické technologie se stale castéji zabyvaji vyvojem nasobnych lékovych forem
(mikrocastic, pelet, nanofilmi apod.) a jejich zavedenim do terapeutické praxe,
piicemz klasické formy jako tablety, masti ¢i injekéni roztoky se dostavaji do pozadi zadjmu.
Béhem poslednich desetileti bylo pfipraveno mnozstvi novych lékovych forem, které dokazi

plné vyuzit hodnotny potencial a jedine¢né vlastnosti polymernich latek [6].

Takoveéto systémy lze slécivymi latkami kombinovat kovalentné nebo nekovalentné,
a piekonat tak mozné problémy, jako je omezena stabilita, rozpustnost, permeabilita apod.
Polymery jsou voleny tak, aby citlivé odpovidaly na prostfedi, ve kterém se nachazi,
coz umozhuje trvale a fizen¢ uvolnovat 1é¢ivo. Lze je také modifikovat tzv. vektory, které
sméfuji 1éky na konkrétni tkané postizené chorobou. Mohou byt zaméfeny nejen na ur€ity
organ, ale dokonce na konkrétni butiku ¢i intracelularni prostor. Design takového systému je
nezbytné piizpusobit biologickym aspektiim zamysleného cile, aby bylo dosazeno co nejlepsiho
vysledku. Léciva jsou ¢asto nizkomolekularni a chemicky spojené s polymerni matrici, ktera je
rozpustna ve vodé. Na trhu je fada terapeutik na bazi polymeru, mnohé dalsi zatim podstupuji
klinické testy. Velka c¢ast z nich je urcena k 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Slibuji Setrné;si

1é¢bu nez klasicka chemoterapeutika s omezenim mnoha vedlejsich ucinku [2, 6, 7].
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1.2 Biodegradabilni polymery na bazi piirodnich materiala

1.2.1 Kyselina hyaluronova

Jednou z velmi dulezitych latek vyskytujicich se v zivych organismech je kyselina
hyaluronova (HA). Jedna se o pfirodni glykosaminoglykan, ktery vytvaii linedrni polymerni
struktury o molekulovych hmotnostech 10° az 10° Da [8]. Stavebnimi jednotkami této
slouéeniny jsou stiidajici se kyselina B-1,4-D-glukuronova a B-1,3-N-acetyl-D-glukosamin
(viz Obrazek 1). V roce 1934 ji poprvé izolovali védci Karl Meyer a John Palmer z o¢niho
sklivce hovéziho dobytka [9].

HOOC OH
HO o HO 0
,,,,, 0 o
OH NHCOCH;

Obrazek 1 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové. Prevzato z [10].

Nejcastéji se vyskytuje ve formé sodné soli, kterd je dilezitym prvkem V téle nejen
obratlovcti, ale imikroorganismi, piedev§im se ziskdva z grampozitivnich bakterii
Streptococcus spp., a to konkrétné patologickych kment A (Streptococcus pyogenes) a C

(Streptococcus zooepidemicus) [11].

Primarn¢ se HA vyskytuje v extracelularni (ECM) a pericelularni matrix,
avSak prizkumy dokazuji jeji pfitomnost také uvniti bun€k [12]. Vice nez 50 % celkového
obsahu HA v lidském téle se nachazi v kuzi, kterou hydratuje a urychluje proces hojeni. Rovnéz
chrani pokozku pted volnymi kyslikovymi radikaly a Skodlivym UV zafenim. V pribéhu
embryonalniho vyvoje se nachazi v pupe¢ni $nure, odkud byla v minulosti také ziskavana.
Ve vysoké koncentraci je pfitomna v kloubnich chrupavkach ¢i v oénim sklivci. V synovialni
tekutin€ zajiSt'uje vysokomolekuldrni HA potfebnou viskozitu, ¢imz je docileno dostatecného
promazani kloubnich spojeni, dale tlumi narazy, a tim snizuje opottebeni kloubu. Je také
nedilnou soucasti ECM v tkénich, kde se vaze na proteiny (aggrecan, neurocan atd.)
V neposledni fad¢ je zapojena do procesi jako napi. proliferace, adheze a diferenciace bun¢k

[11, 13, 14].

Potencial pro DDS je Uzce spjat s po¢tem receptort se specifickou afinitou pro HA.
Nejvyznamnéj$im jsou CD44 a RHAMM. Dilezitost HA je podtrZzena vysokou rychlosti jeji

syntézy. Enzym hyaluronansyntdza (HAS), ktery je zodpovédny za polymeraci cukernych
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prekurzorti, patii mezi glykosyltransferdzy. Pro degradaci jsou nepostradatelné enzymy

hyaluronidazy [15].

Diky dlouhému fetézci a hydrofilnimu charakteru HA snadno vaze intermolekularné
vodu avzavislosti na své molekulové hmotnosti vytvaii roztoky s jedineénymi
viskoelastickymi a reologickymi vlastnostmi. Vykazuje také sklony ke gelaci. Elektrostatické
odpuzovani zaporné nabitych karboxylovych skupin na polysacharidovém fetézci prispiva
k expanzi polymeru. Vysledny tlak zptisobeny touto expanzi je dostateéné velky, aby oddélil
sousedni tkdn€, coZ umoziuje buitkdm migrovat do nové vyprazdnénych prostor. Tato HA-

indukovana "buné¢na migracni dalnice" ma zvlastni vyznam pti hojeni ran a vyvoji tké&ni [14].

Vlastnosti a funkce HA se mohou lisit v zavislosti na molarni hmotnosti. Podle velikosti
molekuly je HA délena na vysokomolekularni (HMW-HA), nizkomolekularni (LMW-HA) a
HA oligomery ¢i fragmenty. Molekulovd hmotnost HMW-HA mize dosahovat az 6 MDa,
u LMW-HA se pohybuje v fadech desetitisict Da a oligomery dosahuji velikosti pouze tisict
Da [16].

V oftalmologii hraje HA kli¢ovou roli pii chirurgickych zakrocich, kde slouzi jako
néhrada ztracené tekutiny z o¢niho sklivce. V ortopedii je vyuzita k 1éCbé artritidy zejména
HMW-HA pomoci nitrokloubnich injekci. Zde obnovuje viskoelasticitu synovialni tekutiny
a pomaha udrzet homeostazu. Jedna se o vysoce biokompatibilni material, diky ¢emuz se

vyskytuje po aplikaci HA anafylakticka reakce jen velmi zifidka [18, 19].
1.2.2 Kyselina polymlé¢na

Kyselina polymlééna (PLA) je v souCasné dobé jednim z nejrozsifenéjSich polymera
v oblasti mediciny. Chemicky se jednd o opakujici se Useky 2-hydroxypropanové kyseliny.
Objev této latky se datuje k roku 1845, kdy francouzsky védec Theophile-Jules Pelouz ziskal
polykondenzaci kyseliny mlé¢né nizkomolekularni PLA s molekulovou hmotnosti v rozmezi
800-5000 g/mol [20]. V polovin¢ 50. let minulého stoleti chemik Wallace H. Carothers
z americké spolecnosti DuPont, mimo jiné vynalezce nylonu, zefektivnil vyrobu PLA,
¢imz se dosahlo vyrazného nartstu molekulové hmotnosti dosahujici az 100 000 g/mol [21].
Nékladna syntéza limitovala pouziti pouze k medicinalnim Gc¢elim (napt. vstiebatelné nit¢).
V soucasnosti je vyroba diky modernim technologiim, které vyuZzivaji obnovitelné zdroje (napf.
kukufice, pSenice), ekonomicky i ekologicky vyhodna. Oblast jejiho vyuziti se stale rozsituje,

at’' uz jsou to aplikace pro DDS, tkanové inzenyrstvi ¢i implantaty [21, 22].
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Z&kladni stavebni jednotkou je kyselina mlééna, Kterd je piirozenou soucasti lidského téla
a ucastni se riznych metabolickych drah (napf. Coriho cyklus). Muze se vyskytovat ve dvou
opticky aktivnich forméach, a to jako D- a L- enantiomer. Polymer PLA muze existovat
Vv opticky aktivni formé (L-PLA) a opticky neaktivni racemické formé (D,L-PLA). V zavislosti
na poméru téchto dvou forem je mozno pripravit Siroké spektrum materiali s riznymi
vlastnostmi a krystalinitou [22]. PLA lze pfipravit chemicky i fermenta¢né. Odlisné metody
doklada Obrézek 2.

Mizkomolekularni polymer
{1000 -5000 Da)

ﬁﬁuo}w

e, B ~ Pfima Couplingova
LA vysokomolekuldrni
g kondenzace cinidla ysokomolekularni pomyer
! (100000 Da)
kyselina L-mlééna CH, 0 , CH, 0
¥ Azeotropni kondenzace L of : O\/LL‘
cH S HO/\n’ e OH
He # ° -H,0 . n
c. /0H 0 CH, 0 CH
wo' ©
i
Kyselina D-mléénd) Pﬂl?m_irarek y Otevieni
za vzniku laktidu kruhu
O /D“‘\ L'H
o U{\/L ‘\/Jl‘a |
”'\n’ f‘n’ "l 'H‘
me' U‘/ o
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Obréazek 2 Priprava kyseliny polymlécné. Prevzato a upraveno z [23].

V roce 1981 David Franklin Williams objevil enzymaticky rozklad PLA na kyselinu
mlécnou [24]. Primarni fazi degradace v organismu je hydrolyza esterové vazby. Dilezitym
aspektem je teplota a pH. Produktem degradace jsou bud’ netoxické monomery ¢i oligomery
laktatu, nebo oxid uhli¢ity a voda. Na termindlnich usecich St€penych PLA fetézcti vznikaji
nove karboxylové skupiny, které funguji jako katalyzator a urychluji degradaéni proces.
Diky difuzi molekul vody dovniti polymeru nastava rozklad jak na povrchu, tak také uvniti
vytvafenim mikroskopickych dutin. Biodegradace se vyskytuje vétSinou v misté zanétu
a bakterialni infekce, kde je zvySena hladina kyselé fosfatdzy a laktatdehydrogenazy, coz jsou

enzymy sekretované fibroblasty, makrofagy a neutrofily.

Stiedni poloc¢as rozpadu polymeru je 30 tydnil, avsak mlize byt upraven podle potieby
strukturnimi zménami [20]. Pomala degradace miize byt zajimavou vlastnosti pro uziti v DDS,
a proto byly vyvinuty formy na bazi pény. Tyto systémy maji extrémné velky povrch a lze na né
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navazat 1éCivo, které muze uvolnovat terapeutickou davku ihned po implantaci, nebo az po dobu

nékolika mésict [25].

Dalsi vyzkum byl zamétfen na piipravu takovych typt kopolymerd, které jsou schopny
postupné a cilené uvoliovat mnoha 1é¢iva proteinové, peptidové nebo oligonukleotidové
povahy. Reakci karboxylovych skupin PLA s aminoskupinami chitosanu byl pfipraven
kopolymer, ktery byl dale zpracovan do formy nanocastic. Jejich velikost se pohybovala
v zavislosti na koncentraci chitosanu a PLA od 292 nm do 420 nm (méfeno v PBS pufru).
Takto pripravené NPs vykazovaly vhodné asociacni vlastnosti s proteiny. Hovézi sérovy
albumin (BSA) byl pouzit pro enkapsulaci a studie fizeného uvoliovani. Vyzkumy dokazuji,

ze az 60 % BSA se uvolni béhem prvnich hodin, dale nasleduje zpomaleni a ustéaleny stav [26].
1.2.3 Chitosan

Chitosan je piirodni kationtovy mukopolysacharid, ktery je mozno ptipravit chemickou
deacetylaci chitinu. Ten se sklada z opakujicich se molekul B-(1—4)-2-acetoamido-2-deoxy-
D-glukozy. Nachazi se ve skeletu korysi, hmyzu ¢i hub z rodu Aspergillus a Mucor. Bunééné
stény houby Aspergillus niger obsahuji az 42 % chitosanu, avsak jeho mnozstvi a kvalita zavisi

na stari organismu, extrakcni technice, kultivatnim médiu a ostatnich vnéjSich podminkach
[27].

Zavedené metody izolace spocivaji v extrakci ze schranek krabui né¢kolikahodinovym
varem s vodnym roztokem hydroxidu sodného (viz Obrazek 3). Takto izolovany chitosan je

dale zpracovavan v autoklavu s hydroxidem sodnym po dobu jedné hodiny.
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Obrazek 3 Priprava chitosanu. Prevzato z [28].

Ve struktufe se nachazi kromé hydroxylové i volnd aminova skupina, kterou lze
piinizkém pH protonizovat, coz usnadiiuje tvorbu komplexu s ionty tézkych kovu nebo
s molekulami proteind. Primarni hydroxylova skupina je Casto substituovana spojovacim
Clankem, na ktery se poté vdze molekula 1éCiva nebo jind struktura zodpoveédna za cileny

transport [29].

Chitosan se vyskytuje Vv Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti a stupnt
deacetylace, coz jsou kliCové parametry ovliviiujici kvalitu a fyzikaln¢ chemickou povahu
tohoto polymeru. Od zdrojového chitinu se 1isi nejen strukturou, ale i biologickou aktivitou.
Diky svym vhodnym vlastnostem, jako je netoxicky charakter, biokompatibilita
a biodegradabilita, je nyni povazovan za jednu z nejslibnéjSich latek ve vyzkumu pokrocilych
materiald pro fadu biomedicinskych a farmaceutickych aplikaci. Pouziva se v kosmetickém
a farmaceutickém primyslu, dale jako ptisada do krmnych smési ¢i jako material pro vyrobu
semipermeabilnich membran. Praktické vyuziti je v8ak limitovano skute¢nosti, ze ve vodnem

prostiedi ma vyraznou tendenci bobtnat [30].

Zajimavou vlastnosti je jeho antimikrobialni aktivita. Pfesny mechanismus t¢inku zatim
neni jednozna¢né popsan, avSak za nejpravdépodobnéjsi vysvétleni se povazuje interakce
kladn¢ nabitych aminoskupin chitosanu se zapornymi komponenty v membranach
mikrobialnich bunék. V mensi mife zasahuje do fidiciho centra a mize negativné ovlivnit
ptepis z deoxyribonukleové kyseliny (DNA) do ribonukleové kyseliny (RNA). Zasadnim
faktorem je pH prostiedi a molekulovd hmotnost chitosanu, ktera by neméla piesahnout
5000 Da, aby mohl snadno proniknout do bakterialni buiiky. Vyzkumy dokazuji,

ze vysokomolekularni forma se kumuluje na vnéjsi strané bunééné membrany bakterie E. coli
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a zabranuje tak pfistupu zivin, naopak nizkomolekuldrni mé tendenci se shromazd’ovat uvnitt
buriky. Antimikrobialni G¢inky byly pozorovany i u dalsich grampozitivnich (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis) a gramnegativnich (Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris)
bakterii [28].

Dalsim pfedmétem vyzkumu je vyroba mikrogelt, jejichz jadro je tvofeno chitosanem
a alginatem, na které je metodou layer-by-layer nanesena polyelektrolytickd vrstva PSS
(polystyrensulfonat sodny) nebo PAH (polyallylamin hydrochlorid). Alginat je diky velkému
poc¢tu karboxylovych skupin negativné nabity, chitosan ma naopak naboj kladny. V piitomnosti
dvojmocného kationtu (napt. Ca®*) spolu vytvaii gely. Velikost mikrogelti pouze z chitosanu a
alginatu byla 409,18 um, po naneseni tiech vrstev PSS se zvétSily na 452,90 um. Degrada¢ni
produkty vznikajici uvnitt mikrogelu se diky nepropustné vnéj$i membrané nedostanou ven a
zvySuji tim vnitini tlak. V okamziku, kdy je tlak bobtnajiciho jadra dostate¢né velky, praska
povrchova vrstva a vnitini obsah se mize uvolnit do biologického systému. Testy in vivo
prokazaly, ze béhem prvnich tii hodin od podani se hladina obsahu mikrogelu v téle mysi
zvySovala jen velmi malo, avSak v nésledujici hodinu stoupla koncentrace az 0 80 %, coZ svéd¢i
0 protrzeni membrany a uvolnéni obsahu do obéhového systému. Takového formy

by v budoucnu mohly slouzit jako pulzni DDS [31].

1.2.4 Alginat

Alginat je pfirodni polymer sloZeny z linearnich fetézci B-D-manuronové a o-L-
guluronove kyseliny (viz. Obrazek 4). Vyskytuje se pievazné v hnédych tfasach, které mohou

kromé¢ alginové kyseliny produkovat i jiné polysacharidy.

HOOC OH
S 0
0 &
HO 0O
OH COOH

Obréazek 4 Chemické struktura alginétu. Prevzato z [10].

Komer¢né se ziskava z fas rodu Laminariales a Fucales. Vyuziti nachazi v fadé odvétvi,
zejména v potravinaiském pramyslu, nebo jako lepidlo a klizidlo v textilnictvi. V chirurgii
se alginatova vlakna pouzivaji jako obvazovy material. Koloidni roztok méa velmi viskdzni
a lepivy charakter. Rozpustna sodna sl pii kontaktu s dvojmocnym kationtem kovu (nejéastéji

Ca*") reaguje za vzniku nerozpustného gelu, ktery je schopen zadrzet jiné latky. Vyznamnym
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faktorem ovliviiujicim vlastnosti gelu je pomér mezi D-manuronovou (M) a L-guluronovou (G)
kyselinou. Gely, ve kterych pievazuji G fetézce, jsou pevnéjsi, avsak kiehké. Na rozdil od gelt

bohatych na M fetézce, které se vyznacuji vétsi elasticitou [32].

Oproti jinym pfirodnim polymerim se algindt vyznacuje vétsi odolnosti vaci
enzymatické a bakterialni degradaci. Pro bukéalni DDS byly navrzeny mukoadhezivni filmy
S obsahem alginatu, které¢ maji schopnost setrvat na povrchu sliznice, ¢imz vyrazné déle udrzi

vysokou koncentraci 1é¢iva v misté aplikace a zvysi jeho biologickou dostupnost [33].

1.2.5 Dextran

Objev dextranu se datuje do roku 1874. Je to hydrofilni netoxicky homopolysacharid,
ktery se sklada ptrevazné z molekul o-1,6-D-glukopyran6zy sniz§im procentualnim
zastoupenim vedlejSich fetézci a-1,2-, a-1,3- a o-1,4-glukopyrandzy (viz Obrazek 5).
Hydrolyticky enzym dextranaza, ktery se vyskytuje vsav¢ich tkanich, §tépi dextran

za piitomnosti vody [34].

---0—CH,
0
HO cii
HO 2

HO
OH

Obrazek 5 Chemicka struktura dextranu. Prevzato z [10].

Medicinské vyuziti je velmi $iroké, bézné je pouzivan ke snizeni rizika vzniku cévnich
trombi a snizuje také zanétlivou odpoveéd organismu [34]. V kritickych stavech
Ize rozpustnymi komplexy dextranu s hemoglobinem dokonce po omezeny ¢as nahradit ztratu
krve [35].

Na rozdil od dtive zminovanych polymert ma dextran pouze hydroxy skupinu, kterou
lze modifikovat za ucelem ziskani pozadovanych vlastnosti. Byly pfipraveny mikro-
a nanostruktury jako, jsou skafoldy, trubicky ¢&i Castice, které nalezly vyuziti jako vysoce
efektivni DDS. Zejména skafoldy urcené pro regeneraci tkéni slibuji velky pokrok
v terapeutickeé praxi. Nemén¢ dilezité jsou hydrogely na bazi dextranu, coz jsou trojrozmérné
hydrofilni struktury podobné extracelularni matrix. Pouzivaji se opét jako DDS, velky potencial

maji v regeneraci a hojeni kize [34].
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1.2.6 Heparin

Heparin piedstavuje heterogenni smés piirodnich sulfatovanych mukopolysacharidu
0 razné délce fetézce. Sklada se z opakujicich se jednotek disacharidu, ktery je slozen z glukos-
2-amin-N-sulfatu a D-glukuronové kyseliny, ktera muze navic podléhat epimeraci na L-
iduronovou kyselinu (viz Obrdzek 6). Sacharidy jsou spojeny vazbou 1—4. Strukturni
poloze glukos-2-aminu. Sulfatovana maze byt rovnéz i glukuronova kyselina. Poprvé hearin
izolovali v roce 1916 William Henry Howell a jeho student Jay McLean z tukové tkané jater.
Ve 30. letech probéhly detailngj$i studie, jejichz vysledkem byl v roce 1936 prvni komer¢ni

vyrobek na bazi heparinu na trhu [36].

HOOC
0
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Obrazek 6 Chemicka struktura heparinu. Prevzato z [10].

Nalézda se v ECM zirnych bun¢k a granulocyti, je soucasti proteoglykant,
naptiklad serglycinu. Jeho maximalni molekulovd hmotnost dosahuje pouze 20 kDa. Interakci
s velkym mnozstvim proteini reguluje mnohé metabolické procesy. Tvoii komplexy
s antitrombinem III, ten nasledn¢ diky konforma¢ni zméné inaktivuje trombin a nékteré dalsi
koagulaéni faktory. Vysledkem je nizsi srazlivost krve. Antikoagula¢ni aktivita je piipisovana

pievazné pentasacharidové sekvenci [37, 38].

Terapeuticky dulezity je nefrakcionovany (UFH) a také nizkomolekularni heparin
(LMWRH), ktery lze vyrabét fyzikalné-chemickymi i enzymatickymi metodami. Délka LMWH
je vétsinou mensi nez 18 monosacharidovych jednotek a dosahuje velikosti do 5000 Da.
Je potvrzeno, ze aktivita a farmakokinetika je zavisla na mnoha faktorech, naptiklad na molarni

hmotnosti, délce a polydisperzité fetézce [39].

V praxi je toto antikoagulancium vyuZivano jiz pies 80 let. Vyroba spoc¢iva v extrakci
Z riznych zvifecich sliznic. UFH je jednim z nejpouzivanégjSich antikoagula¢nich ¢inidel
podavanych Kk 1écb¢ a profylaxi trombotickych piihod. Navic se pouziva k potahovani

zkumavek a chirurgickych pfistroji k zabranéni srazeni krve na jejich povrchu [40]. Bylo také
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prokazano, z¢ LMWH ma anti-metastatické u¢inky, inhibuje enzym heparandzu a interaguje

se selektinem, ¢imz se stava zajimavou substanci pro terapii nadorovych onemocnéni [41].

Pokud se heparin nachazi ve form¢ nanocastic, jeho antikoagulac¢ni aktivita je vyrazné
redukovana a zaroven neni toxicky pii intraven6znim podani, ¢imz se stava ideadlnim nosi¢em
pro protinddorové 1é¢ivo. Byla piipravena celd fada nosiGovych systémi ve spojeni
napf. S kyselinou deoxycholovou nebo kyselinou listovou a paclitaxelem, coz je prirodni
alkaloid vyuzivany jako cytostatikum. Pozoruhodnou formou jsou také nanogely ptipravené
Z heparinu, na které je pomoci disulfidické vazby navazano 1é¢ivo doxorubicin. V prostiedi
tumoru je vysoka koncentrace reduk¢nich ¢inidel (glutathion apod.), kterd zptsobi redukci

disulfidické vazby, a tim se 1é¢ivo efektivné uvolni pouze do mista potieby [42].

1.2.7 Chondroitin sulfat

(CS) je ptikladem ptirodniho glykosaminoglykanu (GAG), ktery je Siroce rozsifen
na povrchu i uvnitf bunék v endoplazmatickém retikulu a Golgiho komplexu. Retézce jsou
slozeny z jednotek kyseliny glukuronové a N-acetylgalaktosaminu, které jsou spojeny B(1—3)
vazbou (viz Obréazek 7). Poprvé byl izolovan z kloubni chrupavky v roce 1884 a detailnéji

popsan diky experimenttim védeckého tymu P. A. Levena [43, 44].

COOH CH,080;H
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H OH H NHCOCH3;

n

Obrazek 7 Chemicka struktura chondroitin sulfatu. Prevzato z [45].

Na syntéze CS se podili fada enzymt, napt. sulfotransferdzy, epimerazy ¢i hydrolazy.
Pravé sulfotransferdzy ptipojuji na skelet chondroitinu na rizné pozice sulfatové skupiny,
nejcasté&ji na uhlik 2 glukuronoveé kyseliny, nebo uhlik 4 a 6 v molekule N-acetylgalaktosaminu.
Enzym hyaluronidaza-1 (HYAL-1), ktery hraje hlavni roli v katabolismu HA, rozklada mimo

jiné také fetézce CS na krat$i oligomerni az monomerni tseky [43].
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Extracelularni matrix pojivové tkané obsahuje vysoky podil CS, diky jehoz ptitomnosti
disponuje napt. chrupavcita tkan spravnymi mechanickymi vlastnostmi (elasticita, viskozita
apod.). Obecné je pojivova tkan produkovana specialnimi bunikami fibroblasty a obsahuje latky
proteinové povahy (kolagen a elastin) a velké mnoZstvi proteoglykantl. Zaporné nabité
sulfatové a karboxylové skupiny ve struktute CS piitahuji ionty s kladnym nabojem a molekuly
vody, coz je pFi¢inou pruznosti a pevnosti ECM. CS je doporuéen pro lé¢bu revmatismu a
pouziva se také pii oftalmologickych zakrocich. Radi se mezi pomalu piisobici 1éky osteoartroz
a vykazuje protizanétlivou a antikoagula¢ni aktivitu. Bylo prokazano, ze mnohé bakterie, viry
¢i parazité (Plasmodium falciparum) pouzivaji fetézce CS k prichyceni a infikovani hostitelské
bunky [43, 46].
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1.3 Formy pro drug delivery systemy

1.3.1 Nanodastice

Nanocastice jsou skvélymi kandidaty pro DDS diky fad¢ svych jedineénych vlastnosti.
Jednak je to jejich rozmér pohybujici se do 100 nm, velky podil plochy k objemu, Siroka
moznost modifikace jejich povrchu a vhodna farmakokinetika. Bez potizi prochazi bunéénymi
membranami a pronikaji hluboko do tkani. Mély by byt solubilni v krevnim ob&hu a upraveny
tak, aby nebyly rozpoznany buikami imunitniho systému. Dal§imi pfednostmi jsou stabilita,
vysoka nosna kapacita a snizeni toxicity pomoci biologicky odbouratelnych nosi¢t. Nevyhodou
mohou byt toxické produkty rozkladu NPs ¢i nezadouci skladovani v tkanich. Vyznamnou roli
hraji NPs ptedevsim pii fizeném transportu cytostatik, kde slouzi jako nosi¢e chemoterapeutika.
Lécivo poté cilen€ plisobi na zhoubné buiiky a neposkozuje okolni zdravé tkan€. Snizené riziko
vedlejSich uc¢inkt je jednim z nejdalezitéjSich atributli nanocastic v 1€¢beé rakoviny. Nezlstava
se v8ak jen u cytostatik, NPS jsou nosi¢em také antibiotik, gentl, inzulinu a dalSich vyznamnych

latek [6].

Od 80. let minulého stoleti se zacaly vyvijet systémy dodavani 1éku za ucelem zvyseni
jejich acinnosti. Jedny z prvnich mikrocastic byly vyrobeny z polybutylkyanoakrylatu
Vv laboratofi Jorga Kreutera vroce 1976 [47]. Pocate¢ni nadSeni pro pouziti mikrocastic
vSak brzy opadlo, protoze byly pfili§ velké na to, aby prostoupily sliznicni bariérou
gastrointestinalniho traktu. S nastupem nanocastic se vSak tento problém vyieSil. NPs lze
NPs pied nezddoucim pohlcenim fagocytarnimi buiikami a pied¢asnym odstranénim z krevniho

ob¢hu [2]. Nékteré z forem nanocastic jsou uvedeny na Obrazku 8.

a) Liposomy b) Polymery c) Dendrimery d) Zlaté nanocastice
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Obréazek 8 Nanocastice vyuzivané pro cilené doruceni léciv. Pievzato a pieloZeno z [48].
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Liposomy

Liposomy jsou jednim z nejstudovangjSich typid nosi¢u 1éka diky své morfologii
a snadné pripraveé. Jsou to mikroskopické vezikuly sestavajici z vnitiniho vodného prostiedi
ohrani¢eného hydrofobni lipidovou dvojvrstvou. Struktury s jednou membranou se nazyvaji
micely, v ptipad¢ vétsiho poctu membran se jedna o liposomy. Prostiedi uvnitt nanocastice
miize byt jak hydrofobni, tak hydrofilni. Diky tomu je mozné do téchto struktur uzavtit jak latky
nepolarni, tak i1 polarn¢j$i povahy. Za ucelem zlepSeni vlastnosti byly ptipraveny modifikace
téchto systému, napf. potahovani liposomi polyethylenglykolem nebo za¢lenéni molekuly
cholesterolu. Mnozstvi terapeutickych piipravku, které se vyrabi z lehce biodegradabilnich
anetoxickych lipidd, prochazi klinickymi zkouskami, nebo jizbylo schvaleno.
Prvnim ptipravkem schvalenym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug
Administration, FDA, USA) byl Doxil® (Janssen Pharmacetica, Beerse, Belgie) s u¢innou
latkou doxorubicinem, ktery je zapouzdien v liposomalnim obalu. Pouziva se jako

protinddorové 1écivo [49, 50].

Dalsi typy nanocdastic

Do této skupiny jsou fazeny Castice vyrabéné z materiald, jako jsou kovy nebo uhlik.
Z kovi se nejéastéji pouziva zlato, stiibro, zinek ¢i platina. Jde o inertni systémy, Které jsou
vyuzivany pro diagnostické tcely ¢i tzv. biomonitoring. NPs z uhliku se nejcastéji ptipravuji

ve formé fulereni nebo jako nanotrubice a nanoty¢inky [51].

Témet 50 let jsou v biomedicinskych aplikacich rozsifené NPs ze zlata. Vykazuji silnou
afinitu k funkénim skupinam, jako jsou thioly, karboxyly a fosfaty, a proto mohou byt snadno
konjugovany s celou fadou proteinti nebo 1é¢iv. Zlato je vysoce odolné vici bakteriim, ¢ehoz
se vyuziva v 1é¢bé infek¢nich chorob. Nanocastice jsou vhodnou volbou také pii diagnoze
rakoviny. Nadorové buiiky maji na svém povrchu vysokou koncentraci transmembranového
receptoru EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), zatimco zdravé buiiky jej maji mnohem
méng. Nanocastice pokryté protilatkou proti EGFR se mnohem efektivnéji vaZzou na nadorové
bunky, ¢ehoz vyuzivame pii zobrazovani nadoru a také k jejich likvidaci. Zna¢ny zajem budi
také magnetické nanocastice, u kterych se pouzivd magnetické pole jako vné&jsi stimul
pro zvySeni lokalni koncentrace farmaceutické substance. Pii nuklearni magnetické rezonanci

se pouzivaji jako efektivni kontrastni latky [6, 52].

Dalsim zastupcem jsou dendrimery, makromolekuly s vysoce uspofadanou a bohaté¢

rozvétvenou strukturou. Z centralniho jadra pokracuji na povrch vétve s vysokou hustotou
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funkénich skupin. Tyto systémy jsou schopné Zadanou latku obalit, dorucit na konkrétni misto
a nasledné¢ ji vypustit. Lé¢ivo mize byt bud’ nekovalentné zapouzdieno v jadie, nebo se mize
konjugovat na povrchu dendrimerd. Mezi vyznamné derivaty patti polyamidoamin (PAMAM),
ktery je slozen z alkyl-diaminového jadra, na kterém jsou zavéSeny terciarni aminy. Existuji
studiec o funkcionalizaci PAMAM dendrimert cytostatikem methotrexatem. Navézan
na povrchu tvofi stabilni komplex, ktery je schopen selektivné zamifit na rakovinné burky.
Naopak Vv pfipadé nekovalentniho zapouzdieni 1éku uvniti dendrimeru dochézi v biologickém

prostiedi k pfedéasnému uvolnéni [53, 54].
1.3.2 Vyroba nano¢astic

Biologicky rozlozitelné NPS mohou byt pfipraveny z rtiznych materiald, jako jsou
polysacharidy, bilkoviny a syntetické biologicky odbouratelné polymery. Vybér zakladniho
polymeru zaleZi na mnoha kritériich, jako je velikost poZadovanych NPs, vlastnosti lé¢iva, které
ma byt zapouzdieno, stupen rozlozitelnosti nebo farmakokineticky profil uvoliovani.
Na zakladé¢ téchto podminek lze metody ptipravy rozdélit do nasledujicich kategorii:
polymerace monomeru, odpateni rozpoustédla a iontova gelace. Pokud se pracuje s toxickymi
rozpoustédly, musi se jejich zbytkovy obsah kontrolovat podle ptisnych limitt odpovidajicich

urada.

Polymerace monomeru

Jedné se 0 jednoduchy a efektivni zptuisob, kdy je monomer za mechanického michani
piidan do vodného roztoku povrchové aktivniho média. Molekuly 1é¢iva lze zaclenit bud’
rozpu$ténim v reakéni smési v pribéhu polymerace, nebo konjugaci s jiz hotovymi
nanocasticemi. Béhem polymerace mohou byt pfidavany riizné stabilizatory, jako napiiklad
dextrany a polysorbaty. Ptipravenou suspenzi NPs lze purifikovat centrifugaci a odstranénim
stabilizac¢nich ¢inidel. DitlezZitou roli hraje koncentrace organického rozpoustédla a typ
surfaktantu. Rezidudlni molekuly monomeru v polymera¢ni smési mohou byt toxické,

a proto se uptednostiiuji metody vyuzivajici jiz hotové polymery [55].

Emulsifikace/odparovani rozpoustédla

Odpareni rozpoustédla je dlouho vyuzivana metoda, jejimz zakladnim principem
je odparovani té casti emulze, ktera obsahuje rozpusténé 1éCivo a polymer. Z rozpusténého
polymeru se béhem odpatovani formuje pevnd matrice, kterd do své struktury uzavira 1é¢ivo.

Predpfipraveny polymer je nejdiive rozpustén v tékavém organickém rozpoustédle (diive
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toxiCt€j$i chloroform, dnes nahrazen ethylacetatem). Nasledné¢ je pozadované 1éCivo
dispergovano do roztoku polymeru. V pfitomnosti tenzidi je lipofilni faze emulgovana
do vodné faze za vzniku jemné emulze O/V (O znaci olejovou fazi, V vodnou fazi). V laboratofi
si pouziva napf. vrtulové michadlo, ultrazvukova lazen nebo jind homogenizac¢ni zafizeni.
Ze stabilizované emulze je zvySenim teploty a kontinudlnim michdnim odpafeno pouzité
rozpoustédlo, coz je doprovazeno formovanim nanocastic. Tyto NPs jsou shromazdovany
ultracentrifugaci a promyty destilovanou vodou, aby se odstranily ptisady. Pro tuto metodu se

Casto pouziva PLA nebo PLGA [56]. Schéma piipravy je uvedeno na Obrazku 9.

Polymer a lécivo <

v nemisitelném o o Odparevmv 60000 O
rozpoustédle (o) O rozpoustédia 000 00°
(9] o) O ,000 00
O o) 0€02 90 O
o -
Stabilizator ve vodé O = ooo Ooooc:
O (9] 20000
0 ) oY °es~0 o
Krok 1 Krok 2

Obrézek 9 Priprava NPs pomoci metody odparovdni rozpoustédia. Prevzato a pieloZeno 7 [2].

lontova gelace

Pro tuto metodu jsou vhodné piirodni hydrofilni makromolekuly, jako naptiklad alginat
nebo zelatina. Pti stanoveném pH utvaii komplex, ktery je stabilni diky pfitahovani opa¢nych
naboju sitovaciho Cinidla a polymeru. Oblibenym sitovacim ¢inidlem je tripolyfosfat sodny
(TPP). Kunjachan a spol. (2010) ve své praci predstavili NPs chitosanu, které byly pfipraveny
touto metodou. Roztok chitosanu byl homogenizovan v olejové fazi za vzniku emulze
o/v. Po ¢astech byl pfidan glutaraldehyd, ktery hraje roli sitovaciho ¢inidla a stabilizatoru.
Vytvoifené NPs byly promyty hexanem a acetonem a nasledné vysuSeny. V zavislosti
na koncentraci chitosanu dosahly NPs velikosti 0,674 um az 1,307 um [57].
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1.3.3 Hydrogely

Hydrogely jsou unikatni skupinou trojrozmérnych siti makromolekul, které stoji
Vv popiedi vyzkumu mnoha védeckych tymi. Nasly uplatnéni nejen v tkanovém inzenyrstvi jako
material pro remodelaci mékké biologické tkané, ale i jako nanoreaktory, superabsorpéni
materialy, obvazy a média pro skladovani a dodavani lé¢iv [58, 59]. Pii kontaktu s krvi
a tkanémi jsou biokompatibilni. Maji celou fadu jedine¢nych vlastnosti, diky ptitomnosti
funkénich skupin (hydroxy, amino, karboxylova) jsou schopny zachytit velké mnozstvi vody
a dokazi napodobit viskoelasticky charakter lidskych tkéni. MUzeme je rozdélit na ptirodni

¢i syntetické (viz Tabulka 1) nebo podle povahy zesiténi na fyzikéalni a chemické [60].

Tabulka 1 Materialy pro pripravu hydrogelii, upraveno z [61].

P¥#irodni polymery Syntetické monomery/polymery

Chitosan Hydroxyethylmethakrylat (HEMA)
Alginat N-(2-hydroxypropyl)methakrylat (HPMA)
Fibrin N-vinyl-2-pyrrolidon (NVP)

Kolagen N-isopropylakrylamid (NIPAMM)

Kyselina hyaluronova | Vinylacetat (VAc)

Zelatina Kyselina akrylova (AA)

Dextran Kyselina methakrylova (MAA)

Polyethylenglykol-akrylat/methakrylat (IPEGA/PEGMA)
Polyethylenglykol-diakrylat /dimethakrylat (PEGDA/PEGDMA)

Pies puvodni skepticismus a nedavéru, kterym makromolekularni chemie celila
na pocatku 20. stoleti, doslo k jejimu obrovskému vyvoji a dnes je nepostradatelnou soucasti
nasich béZnych zivotl. Na pocatku 50. let minulého stoleti navrhli jako prvni v&dci na svété
Otto Wichterle a Drahoslav Lim nové biomateridly pro oftalmologii. V roce 1953 uspél Lim
pti syntéze hydrogelu, ktery vznikl kopolymeraci 2-hydroxyethylmethakrylatu (HEMA)
s ethylendimethakrylatem (EDMA). Naopak Wichterle pfipravil procesem odstted'ovani
mekké kontaktni Cocky, které byly tvarové a chemicky stabilni [62]. V nasledujicich letech se
hydrogely rozsitily do dalSich odvétvi mediciny a dale se detailn¢ studoval vztah mezi jejich

strukturou a G¢inkem. Na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti zac¢al vyzkumny tym polského
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chemika Janusze Rosiaka vyuzivat hydrogely také pro vyrobu krycich materiali a obvaz.
Dokazi totiz absorbovat hnis z ran a dodavat molekuly kysliku na poranéné misto. Navzdory
mnoha skvélym vlastnostem maji hydrogely také nevyhody. Nizka pevnost v tahu muze vést
v nékterych piipadech Kk predasnému rozpusténi a omezuje pouziti v nosnych aplikacich.

Velké pory a ptilis vysoky podil vody maji za nasledek urychlené uvolnéni 1¢ku.

»Chytré*“ hydrogely

Odezva na prostiedi, ve kterém se hydrogely nachazi, umoznuje fizen¢ uvolnit lé¢ivo,
Sehoz se také soblibou vyuziva. Castd je reakce na externi i interni stimul, kterym je
napf. teplota, elektricky signal, ptitomnost konkrétni molekuly (glukéza) nebo zména pH.
V ptipadé¢ posledni uvedené moznosti se ve struktufe nachazi skupiny, Kkteré Ize

(de)protonizovat [63, 64].

Vyznamnymi  zastupci jsou polysacharidové hydrogely, naptiklad dextran
funkcionalizovany aminovymi skupinami mé vysoky potencial v oblasti hojeni ran. Vyzkumy
dokazuji, ze v prosttedi s niz§im pH dochazi k protonizaci aminovych skupin a gel podléha
bobtnani, coz zapticiiuje snadn¢jsi difizi molekul léCiva skrze rozsifené sit€ polymeru.
Reologické studie potvrdily, ze viskoelastické vlastnosti takovychto hydrogeli jsou zavislé
na zdroji aminovych skupin a jejich poméru k dextranu [64]. Obrazek 10 znazorfiuje uvolnéni

lé¢iva ze struktury vlivem vnéjSiho ¢i vnitiniho stimulu.

Obréazek 10 Uvolneni lécivé latky piisobenim stimulu. Prevzato a upraveno z [65].

Vasi A. a spol. (2014) zkoumali derivaty kyseliny hyaluronanové k pripravé geli.
V prvnim kroku byla sodnd sil HA pievedena na kyselinu, poté byla v pfitomnosti

dimethylsulfoxidu smichana s maleinanhydridem a na zavér prob&hla kopolymerace
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s kyselinou akrylovou za vzniku gelu. Pro modelové uvoliiovaci studie bylo inkorporovano
lécivo pilokarpin, které se pouziva Vv oftalmologii. Do 36 hodin od pocatku experimentu

se uvolnilo 60 % Ié¢iva. Kli¢ovou roli hraje velikosti port a rychlost degradace [15].

Dalsi skupinou jsou termosenzitivni hydrogely, které Ize klasifikovat jako pozitivné
termosenzitivni, negativné termosenzitivni a tepelné reverzibilni. Prvni jmenovany typ
charakterizuje tzv. horni kriticka rozpoustéci teplota (UCST), pod jejiz hodnotu se hydrogel
smrituje. Radime sem polymery slozené z polyakrylatové kyseliny a polyakrylamidu.
U negativné termosenzibilnich hydrogelt urcujeme tzv. dolni kritickou rozpoustéci teplotu
(LCST), ktera je definovana jako kritickd teplota, nad kterou se polymer smrstuje, pod ni
naopak bobtna. Do této skupiny fadime poly(N-izopropylakrylamid), jehoz LCST je 32 °C.
Tyto hydrogely vykazuji ON-OFF uvoliovani 1é¢iv s ,,ON* pii nizké teploté a ,,OFF*
pti vysoké teploté. Posledni skupinu tvoii reverzibilni systémy, které mohou zaznamenavat

cyklické fazové prechody. Ptikladem je Zelatina [66].
1.3.4 Vyroba hydrogela

Piechod roztoku na gel se obecné oznacuje jako sol-gel pfechod. Pii pfipravé se vychazi
Z hydrofilnich rozpustnych polymert. Pokud k nim ptiddme sitovaci ¢inidlo, fetézce spolu
zaCnou interagovat a vytvoii mezi sebou vazby, coz ma za nasledek gelaci a zvyseni
mechanické odolnosti. Toto zesiténi mize nastat nejen pii laboratorni piipravé hydrogeld, ale
také az v téle pacienta po aplikaci vlivem vnitiniho prostiedi. Nékteré z bézné pouzivanych
sitovacich ¢inidel jsou glutaraldenyd (viz Obrazek 11), N,N'-methylenbisakrylamid,
epichlorhydrin, glyoxal, borax a ethylenglykoldimethakrylat [67]. Dilezitym parametrem
pii charakterizaci je mnozstvi absorbované tekutiny, molekulova hmotnost opakujici se

stavebni jednotky a mira zesiténi.
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Obréazek 11 Zesiténi polyakrylamidu pomoci glutaraldehydu. Prevzato z [68].
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Chemicky sitované

Chemicky zesitované hydrogely maji polymerni fetézce propojené trvalymi
kovalentnimi nebo iontovymi vazbami. Vznikaji pomoci riznych mechanismu, napf. ptidanim
iniciatoru, fotopolymeraci, reakci s enzymy ¢i volnymi radikaly. Chemické zesiténi je bézné
vyuzivano k docileni pozadovanych vlastnosti (napf. tvrdost, stabilita). Jednou z nejbézné;jsich
reakci je kondenzace, pii které se odstépuji molekuly vody, ¢imz vznika pevna kovalentni
vazba. Takovymto mechanismem funguje napiiklad vznik Schiffovy baze reakci aldehydt
s primarnimi aminy. Casto se setkdme s radikalovou polymeraci, pfi niz reaguje monomer
s volnymi radikaly. S oblibou se vyuziva iniciace tepelnym nebo UV zafenim, popf. zménou
pH. Z hlediska biokompatibility je vyhodné radia¢ni sitovani, protoZe nevyzaduje pouziti
sitovadla, které mize byt v nékterych ptipadech toxické. Hydrogel pak vznika diky zafeni
0 vysoké energii, napiiklad gama ¢i RTG zafeni, ktera jsou ionizujici a vytvaii volné radikaly.
Nové postupy vyuzivajici genetické inZenyrstvi a ndvrhy hybridnich geld, ve kterych se misi

syntetické a ptirodni molekuly, posiluji potencial pro vyuziti v praxi [69].

Dalsi variantou je zesiténi polymerniho prekurzoru pomoci nizkomolekularniho ¢inidla.
Prekurzorem chapeme linecarni nebo nerozvétvené homo- i kopolymery, které obsahuji
reaktivni funk¢ni skupiny. V neposledni fad¢ existuji také interpenetra¢ni materialy, které se
skladaji ze dvou nezavisle propojenych siti bez vét§iho mnozstvi kovalentnich vazeb. Takovéto
systémy kombinuji mechanické vlastnosti syntetického polymeru s biologickymi pfednostmi
materialu pfirodniho. Syntetizovat je lze bud’ dvoustupfiovym procesem, nebo v jednom kroku

za pouziti riznych polymeriza¢nich mechanismu [62].

Na zavér samotné syntézy se Casto hydrogely zbavuji neéistot promytim vodou.
Doba a kvalita sitovani je zavisla na mnoha faktorech, naptiklad na koncentraci pouzitych
reaktantil, jejich forem a pfitomnosti iniciatort. Velice dilezité je optimalizovat zplsob
ptipravy, abychom docilili pozadovanych vysledki. Reakénimi podminkami lze minimalizovat

vedlejsi reakce a zvysit efektivnost [70, 71].

Fyzikalné sitované

Fyzikalni hydrogely tvofi mezi fetézci pouze nepermanentni vazby typu dipol-dipol,
vodikové mustky nebo van der Waalsovy sily, coz vede ke zhorSeni mechanické odolnosti.
Jejich tvorba mulze byt iniciovana ve vodném prostiedi zménou vngjSich podminek

(napf. teploty), nedochazi béhem ni k véts§i zméné objemu a neni potieba ptidavat sitovadla,

vvvvvv
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sily pisobici mezi fetézci. Prikladem milize byt pfitahovani kladné nabité aminoskupiny
Zelatiny s negativné nabitou karboxylovou skupinou algindtu sodného [72].

Liu Li a kol. (2011) se zabyvali ptipravou termosenzitivnich hydrogeli neutraliza¢ni
reakci bez pridavku jakéhokoli sitovadla ¢i organickych rozpoustédel. Ve vodném roztoku
kyseliny octové rozpustili chitosan, jehoz amino skupiny byly protonizovany. Po pfidani
bazického hydrogenuhli¢itanu sodného doslo k reakci mezi HCOs a H' za vzniku CO..
Proces doprovazelo zvyseni hodnoty pH. Ke tvorbé gelu dochazi diky pfenosu protonu a
sitovani fyzikalni povahy probiha piimo in situ [73]. Na Obrdzku 12 je znazornén podstatny

faktor ve vztahu ke struktufe, a sice koncentrace hydrogenuhli¢itanu.

Obrazek 12 SEM snimky pricného rezu hydrogelu pripraveného z chitosanu v zavislosti na koncentraci
pridaného Na;COs. c(chitosan) =2 % (w/v), a) c(Na,COs)= 0,1 mol/l, b) c(Na2COs)= 0,12 mol/l. Prevzato a
upraveno z [73].
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1.3.2 Skafoldy

Tkanové inZenyrstvi je obor, jenz se zabyva hlavné regeneraci a obnovou poskozenych
tkani, k cemuz se stale Cast&ji pouzivaji skafoldy. Jsou to tkanova leSeni, ktera jsou 0sdzena
bunéénymi kulturami a podporuji buiky v déleni, rustu a proliferaci. Zasadni je schopnost
skafoldu co nejvérohodnéji napodobit vlastnosti a architekturu cilové tkané. Leseni by mélo
vyvolat vhodnou biologickou odpovéd’, aby nedoslo k nezadouci reakci okolniho prostiedi.
Nejprve je skafold osazen bunkami in vitro a nasledné se vlozi do téla pacienta na misto
poskozeni, kde sam postupné degraduje, buiiky proristaji jeho porézni strukturou a dochazi
tak k obnové ztracené funkce tkané. Diky svym jedineénym mechanickym vlastnostem
a podobnosti s mékkymi tkanémi hraji nenahraditelnou roli v DDS. Lze definovat velikost,
tvar, vzjemné propojeni a hlavné orientaci vlaken. Idealni strukturou je prostorna sit’ tésné
piilehlych port, ke kterym mohou ptilnout bunky. Dilezita je velikost pora, ktera se pohybuje
v intervalu od 1 do 1000 um. Pti mensi velikosti mize dojit k adsorpci proteinti, naopak pory
velikosti nad 1 mm pomahaji zachovat tvar implantatu. Ve struktufe leSeni by se mély nachazet
kanalky pro cirkulaci zivin, kysliku a odpadnich latek. Pfi degradaci je nutné, aby se material
rozkladal na latky netoxické povahy. Zaroven by méla byt pfiméfena rychlost degradace

a rychlost proliferace novych bunék [74, 75].

1.3.3 Vyroba skafoldu

Pti priprave skafoldl je dilezité volit material tak, aby se co nejvice ptiblizil realné tkani,
kterou chceme nahradit. Technologie vyroby je vysoce moderni a zahrnuje Sirokou Skalu
metod. V soucasné dobé je kladen diraz na moznosti automatizace vyroby. Mezi konvenéni
metody piipravy patii 3D tisk, vytlaCovani, stereolitografie, vstfikovani, gelace

¢i fotopolymerace [76, 77].

Pfi prvnim mozném postupu je material formovan do piedem ptipravené 3D formy.
Vysoké teplota vsak muze mit negativni vliv na biologické polymery. Pory lze vytvofit
pusobenim plynu, nejcastéji oxidu uhli¢itého. Spojovat struktury a docilit tak poZadované
pevnosti lIze rovnéz s vyuzitim lepidla. Takovéto skafoldy jsou piesvédcive kopie cilovych
tkani a hodi se jako nosice latek. Mezi vyznamné technologie, o které se zaslouzili také Cesti
védci, patii elektrostatické zvlaknovani neboli electrospinning, kterym se obecné vyrabéji
nanovldkna. Lze pouZit princip tzv. layer by layer, kdy je prostorova struktura vytvafena

nanasenim vrstev mikrostruktur [78, 79].
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Rabionet a kol. (2018) se zabyvali 3D tiskem tubularnich skafolda z poly-e-
(kaprolaktonu) s malym prumérem, které jsou uréeny pro lé¢bu kardiovaskularnich chorob.
U ndhrad malych cév v soucasné dobé totiz stale hrozi riziko trombozy. Skafoldy byly
po sterilizaci osdzeny mysimi fibroblasty a po Sesti dnech kultivace se proved] test bunééné
proliferace, ktery potvrdil rist novych bunék. Zasadnim ukolem je optimalizace tisku,
nebot naptiklad jeho zvySena rychlost negativné ovliviiuje proliferaci bunék, ty v takovém

piipadé nemaji dostate¢ny piisun kysliku [75].

Dalsim typem je decelularizovany skafold, ktery se ptipravuje odstranénim bunék z tkani
fyzikalnimi, chemickymi nebo enzymatickymi metodami tak, abychom ziskali pouze skelet
z ECM. Pii opakovanych cyklech zmrazeni a rozmrazeni vzniknou uvnitf buiky ledové
krystalky, které narusi membrany a dojde k bunécné 1yzi. K jejimu rozpadu lze také pouzit tlak
¢iultrazvuk. Zmrazeni se pouziva ¢asto pro decelularizaci §lachové, vazivové a nervové tkang.
Zmény teplot se vSak musi volit Setrné, aby nedoslo k poskozeni samotného skafoldu. Na zavér
kazdého zpusobu vyroby je nutna sterilizace skafoldu naptiklad v autoklavu, ozonem
¢i chemicky ethylenoxidem (EO) [80, 81].

Materialy vhodné pro piipravu skafoldu

Skafoldy lze je vytvofit jak z materiali syntetickych, tak i ptirodnich, nebo kombinaci
obou. Kritéria pro jejich pouzitelnost jsou napt. struktura, rozpustnost, mira hydrofility
a molekulova hmotnost. Pfirodni materialy maji tu vyhodu, Ze Iépe interaguji s buiikami a jsou
biokompatibilni. Odbouratelné polymery, které se jiz objevily v klinické praxi, jsou proteiny
(kolagen, fibrin, Zelatina), polysacharidy (chitin, dextran, glykosaminoglykany) a v neposledni
rad¢ také nukleové kyseliny (DNA, RNA). Naopak syntetické materialy se vyznacuji tim, ze
u nich lze snaz docilit pozadovanych mechanickych vlastnosti a poté se ilépe kontroluji.
Nespornym plusem je jejich niz§i cena a moznost skladovat je delsi dobu. Problémem je
byt vrstva piirodni latky (napf. kolagenu) nebo Uprava povrchu laserem. Syntetickou povahu

maji kyselina mlé¢na, glykolova a jejich kopolymery [81-83].

Kaczmarek a kol. (2018) se zabyvali ptipravou poréznich skafoldii na bazi chitosanu a
kolagenu obohacenych o glykosaminoglykany. Jako metodu piipravy zvolili lyofilizaci, alginat
sodny byl pouZit coby sitovaci Cinidlo a zaroven zvySoval tepelnou stabilitu. Takovéto
materialy 1ze potencialné vyuzit u pacientt s poSkozenou kloubni chrupavkou, ktera ma nizkou

schopnost regenerace [82]. Na Obrazku 13 jsou uvedeny dalsi ptiklady vyroby a materiala:
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Obrazek 13 SEM snimky riznych typit hydrogelii.
a) polymer PLA zpracovany v superkritickém CO, , 240 bar, 35 °C, b) sit¢ PGA vidken pFipravené zahitvanim,
c) sfakold z 7,3 % poly-L-miécné kyseliny/1,2-dichloroetanu priipraveného metodou elektrostatického
zvldkiiovani, d) skafold z CaSiOs pripraveny 3D tiskem. Upraveno a prelozeno z [75].

33



1.3.4 Kopolymery

Diky chemii na bazi uhliku jsou polymery blize biologické tkani nez latky anorganické.
Umélé polymery jsou stejné tak rozmanité jako ty ptirodni a rychle vstupuji do 1ékatské praxe,
ackoliv nejvetsi pokrok zaznamenala tato oblast védy po 2. svétové valce. K z&kladnim
materialim patii alifatické polyestery —kyselina polymlééna, kyselina polyglykolova a zejména
jejich  kopolymery, poly-e-(kaprolakton), poly(vinylalkohol), poly(alkylkyanoakrylaty),
zelatina a poly(hydroxyalkanodty), z nichz nejvyuzivanéj$im je poly(hydroxybutyrat) [84].
O vyznamnych z&stupcich je pojednano v samotnych kapitolach. Na Obrézku 14 jsou

znazornény struktury nékolika z nich:
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Obréazek 14 Struktury vybranych kopolymerii. Prevzato a upraveno z [88].

Poly(laktid-co-glykolid)

Skupina latek, konven¢éné oznacované jako poly(laktid-co-glykolidy) (PLGA), patii mezi
hydroxykyselin. Vzhledem ktomu, ze se vorganismu rozkladaji na kyselinu mléénou
a glykolovou, coz jsou latky télu vlastni, nehrozi téméf zadna systémova toxicita. PLGA je
skvélym nosi¢em mnoha terapeutickych molekul a vhodnym kandidatem pro peroralni formy
DDS. Komer¢né se PLGA vyuziva pfi 1é€bé nadorovych onemocnéni, ve vakcinach a také
pfifizeném uvoliovani ristovych hormond. Mechanismus uvolnéni lé¢iva z matrice se li§i

podle schopnosti bobtndni. Pokud nosi¢ bobtna ve velkém rozsahu, molekuly se dostavaji
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do ob&hu prostou difuzi. Ustaleny stav uvoliiovani nastava Casto az po pocatecni prodleve,
cozmize pusobit potize. ReSeni se dd najit v kombinaci s jinymi polymery,
napi. s polyethylenglykolem [1]. Ptiklady komeréné dostupnych I€kti na bazi kopolymeru
PLGA jsou Arestin® (OraPharma Inc., Pensylvanie, USA), ¢i Nutropin Depot® (Genentech
Inc., Kalifornie, USA). Na nanocastice vytvofené z PLGA modifikované methoxy-
polyethylenglykolem se podatilo navazat cis platinu, ktera vykazovala prodlouzené uvolfiovani

po intraven6znim podéani [85].

Poly-&-(kaprolakton)

PCL, poly-e-(kaprolakton), je netoxicky biokompatibilni polymer vyuzivany
ve farmaceutickych aplikacich, ktery ma vysoky potencial ve vyvoji nanocasticovych lékovych
forem. Jeho vyhodou je pomala rychlost degradace, ¢ehoZ se vyuziva pii fizeném uvoliovani
1é¢iv. Pro zvyseni stability NPs se riznymi zpisoby modifikuje jejich povrch. Jednou z uprav
je naneseni vrstvy poloxameru, zndmého téz jako Pluronics. Jedna se o kopolymer z bloku
hydrofobniho propylenoxidu (PO) a hydrofilniho ethylenoxidu (EO). PCL je soucasti mnoha
farmaceutickych ptipravkl, nejznaméjSim je tamoxifen, ktery je pod obchodnim nazvem

Nolvadex® (AstraZeneca, UK) uréen k 1é¢bé karcinomu prsu [86].

Poly(alkylkyanoakrylat)

V 80. letech minulého stoleti tym francouzského chemika Couvreura poprvé vyuzil
pii ptipravé nanocastic poly(alkylkyanoakrylaty) (PAC). PAC byly jiz tehdy ovéfenym Sicim
materialem v chirurgii a dodnes nachazi vyuziti jako lepidla. Pfi degradaci uvniti téla
vSak mohou vznikat toxické produkty, které poskozuji centralni nervovy systém. V soucasné
dobé se na trhu prodava lokalni kozni lepidlo Dermabond® (Ethicon Inc., New Jersey, USA),
které obsahuje 2-oktyl-kyanoakrylat. Byly také pripraveny NPs s inkorporovanymi antibiotiky,
cytostatiky a antiflogistiky [84].
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité pristroje a pomicky

- laboratorni vahy KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

- analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)

- pH metr model BOECO BT-600 (BOECO, Hamburg, Némecko)

- magnetické michadlo s ohfevem MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)

- UV/VIS spektrofotometr Libra S22 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK)

- rotétor Bio RS-24 (Biosan, Riga, LotySsko)

- vakuovy koncentrator RVC 2-18 (Christ, Osterode am Harz, Némecko)

- termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorni p¥istroje Praha, Praha, CR)

- dialyza¢ni membrana, cut-off 12500 — 13000 Da (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- stanice pro produkci ultracisté vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

2.2 Priprava nanoé¢astic z kyseliny hyaluronové

Pouzité chemikalie:

- kyselina hyaluronova 1,5-1,8 MDa; HA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid; EDAC (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

- kyselina adipova dihydrazid; AAD (Fluka, Buchs, Svycarsko)

- aceton (Lachema, Neratovice, CR)

Postup:

Pro piipravu 3 mg NPs se vychadzelo ze zéasobniho roztoku HA o koncentraci
5 mg/ml ultracisté vody. Z tohoto roztoku bylo 0,6 ml ziedéno 0,6 ml ultracisté vody
na vyslednou koncentraci 2,5 mg/ml. Déle bylo pfidano 2,04 ml ¢istého acetonu, smés byla
15 min inkubovana na tiepacce pfi laboratorni teploté (RT). Nasledné¢ byl piidan EDAC
(1,2 mg/30 pl ultracisté vody) a AAD (1,2 mg/30 pl ultradisté vody). Smés byla inkubovana
30 min pifi RT natfepacce. Dale bylo ve tfech krocich pfidano 1,22 ml cistého

acetonu vzdy s inkubaci 30 min po kazdém ptidani (celkem 3,66 ml). Vsechny vzorky byly
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nasledné odpafeny ve vakuovém koncentratoru pii 50 °C na objem cca 2 ml a pipetovany
do dialyza¢nich membrén. Dialyza probihala do ultracisté vody pies noc na tiepacce (s prvni

vyménou vody po 30 min).

U pripravenych NPs byla ovéfena jejich velikost (hydrodynamicky pramér) metodou
dynamického rozptylu svétla DLS (z angl. Dynamic Light Scattering), kterou provedl
Ing. Jiti Palaréik, Ph.D z Ustavu environmentéalniho a chemického inzenyrstvi (FCHT, UPCE).
Na méteni byl poslan vzorek o koncentraci 250 pg/1,5 ml. Pozadovany limit velikosti byl
pod 100 nm.

2.3 Imobilizace biotinu na pripravené nanocastice

Pouzité chemikalie:

- N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid; EDAC (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
- biotin hydrazid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Postup:

Vazba biotinu na NPs byla provedena standardni karbodiimidovou metodou [87].
K mnozstvi 2 mg NPs byl pfidan EDAC (1 mg/500 plultracisté vody). Vzorek byl na pét minut
umistén na rotator pii RT a poté byl pfidan biotin hydrazid (1 mg/1 ml ultraisté vody).
Po 30 min inkubaci na rotatoru pii RT byla provedena dialyza pies noc do ultracisté vody.
Soucasné byl pfipraven vzorek pro ovéieni nespecifické sorpce biotinu. Postup pii piipraveé

vzorku byl totozny, pouze bez piidavku EDAC.

Pro optimalizaci navazani biotinu byly testovany tii vzorky liSici se v jeho mnozstvi.
Byly piipraveny nasledujicim zptisobem. Kazdy z nich obsahoval 2 mg NPs, ke kterym byl
ptidan EDAC (1 mg/500 pl ultraéisté vody). Po 5 min na rotatoru bylo jednotlivé ke vzorkiim
ptidano 1;0,5 a 0,1 ml roztoku biotin hydrazidu (1 mg/ml). Po 30 min inkubaci na rotatoru

pti RT byly vzorky dialyzovany proti ultracisté vodé pies noc.
2.4 Kvantifikace biotinu navazaného na nano¢astice

Pouzité chemikalie:

- azid sodny; NaNs (Chemapol limited, Londyn, UK)
- jodid draselny; KI (Penta, Chrudim, CR)
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- jod; I2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat; NazHPO4-12 H,0 (Penta, Chrudim, CR)

Postup:

Kvantifikace biotinu byla provedena podle diive publikované védecké prace [88]

s upravou reak¢nich podminek pro nasi aplikaci.

Roztoky biotinu pro méfeni kalibraéni fady o koncentraci 0,5-10 pug/ml byly
ptipraveny ze zasobniho roztoku biotinu (0,1 mg/ml), ktery byl rozpustén v 1 mM roztoku
NaOH. Déle bylo ptipraveno 100 ml 0,1M roztoku azidu sodného v ultracisté vodé.
Roztok trijodidu (I2 s KI) byl ptipraven rozpusténim 9 g Kl ve 200 ml ultracisté vody,
do kterého bylo nasledné ptidano 25,4 mg jodu. Fosfatovy pufr o pH4 byl pfipraven
rozpusténim NaHPO4-12 H,O, pH bylo poté upraveno 1M HCI.

Roztoky pro body kalibrace byly piipraveny z odpovidajiciho objemu zasobniho
roztoku biotinu (0,1 mg/ml). Poté bylo piidano 100 ul fosfatového pufru, 200 ul azidu sodného
a odpovidajici mnozstvi ultracisté vody tak, aby byl celkovy objem 1 ml. Nasledovala 3 min
inkubace pti RT. Poté bylo ptidano 100 ul roztoku trijodidu. Spektrofotometricky byla zméfena
absorbance pii vinové délce 348 nm ihned po pfidani roztoku jodidu a poté po 14 min inkubaci
pii RT. Do kalibra¢niho grafu (viz Graf2) byla vynesena zavislost rozdilu absorbanci
na mnozstvi navazaného biotinu. Nutné optimaliza¢ni kroky byly provedeny pii piipravé
slepého vzorku, kdy bylo proméfeno vice variant o rizném slozeni za ucelem nalezeni

optimalni kombinace reagencii (viz Tabulka 2).

Tabulka 2 Siozeni slepych vzorkii pro spektrofotometrickou kvantifikaci navdzaného biotinu na nanocastice.
Meéreno pri vinové délce 348 nm.

Slepy Ultracista voda | Fosfatovy | Azid sodny | Trijodid Biotin hydrazid
vzorek €. | [u] pufr [ul] | [u] [ul] [ul]

1 500 100 X X X

2 500 100 200 X X

3 570 100 X X 30

4 570 100 X 100 X

5 570 100 200 100 X

6 570 X X 100 30

7 570 100 200 100 30*

*misto roztoku biotin hydrazidu byl pouzit stejny objem 1 mM NaOH
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Mnozstvi biotinu navdzaného na NPs bylo stanoveno totoznym zpisobem. Pro méfeni

bylo pouzito 200 pl vzorku biotinylovanych NPs.

2.5 Skladovaci stabilita biotinu navazaného na nanodéastice

Pouzité chemikalie:

azid sodny; NaNs (Chemapol limited, Londyn, UK)

jodid draselny; KI (Penta, Chrudim, CR)

jod; I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat; Na,HPO4-12 H,0 (Penta, Chrudim, CR)

Postup:

Skladovaci stabilita byla métena vzdy po jednom tydnu, celkova doba experimentu byla
Sest tydnt od imobilizace. Pted méfenim bylo 200 pl vzorku biotinylovanych NPs dialyzovano
oproti ultra¢isté vodé po dobu 1 hodiny (v pribéhu byla voda 2X vyménéna), aby doslo
Kk pfipadnému odstranéni uvolnéného biotinu v disledku skladovani. Po skonceni dialyzy byl

vzorek zméten spektrofotometricky pii 348 nm dle postupu v kapitole 2.4.

2.6 Ovéreni odolnosti navazaného biotinu na nanoc¢asticich v silné kyselém
a silné zasaditém prostiredi

Pouzité chemikalie:

- kyselina chlorovodikova; HCI (Penta, Chrudim, CR)

- hydroxid sodny; NaOH (Fluka, Buchs, Svycarsko)

- azid sodny; NaNs (Chemapol limited, Londyn, UK)

- jodid draselny; KI (Penta, Chrudim, CR)

- jod; I2(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat; Na;HPO4-12 H,0 (Penta, Chrudim, CR)

Postup:

Nejdiive byly ptipraveny 10 M roztoky HCI a NaOH. Bylo smichano 0,9 ml
biotinylovanych NPs s 1,8 ml 10 M HCI. Druhy vzorek byl ptfipraven rovnéz smichanim
0,9 ml biotinylovanych NPs s 1,8 ml 10 M NaOH. Oba vzorky byly inkubovany 30 min
pti 37 °C v termostatu. Poté byly dialyzovany do ultracisté vody po dobu jedné hodiny pii RT.

Po dialyze bylo stanoveno mnozstvi biotinu na ¢asticich podle postupu uvedeného v kap. 2.4.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Priprava nanocastic z kyseliny hyaluronové

Pii praci v laboratofi byly nejdiive pfipraveny nanocastice z kyseliny hyaluronové
karbodiimidovou metodou za pouziti N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidu
hydrochloridu (EDAC) a dihydrazidu kyseliny adipové (AAD) jako sitovaciho ¢inidla

Vv prostiedi aceton/voda. Obrazek 15 uvadi mechanismus vzniku NPs:
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Obrazek 15 Mechanismus vzniku nanocdstic. Pfevzato a prelozeno z [89].

Analytickd metoda, kterou byla zjisténa velikost nanocastic, se nazyva DLS. Detekuje
rozptyl fotond, k némuz dochazi v roztoku na ¢asticich pii pouziti zdroje zafeni. Intenzita
rozptyleného svétla totiz kolisa kvili tomu, ze se castice pohybuji Brownovym pohybem
zpusobenym narazenim molekul rozpoustédla. Méfenim bylo zjisténo, Ze vySe uvedenym
postupem byly pfipraveny nanocastice o velikosti (hydrodynamicky pramér) 74,04 nm (viz
Graf 1), coz spliiuje pozadavek, aby byly NPs mensi nez 100 nm. Jejich unikatni rozmér jim

pak dovoluje snadno pronikat do bunééného prostoru.

Rozlozeni velikosti podle intenzity
20
£ 15
1]
R
=]
E £
£ S
o+
1 10 100 1000
Velikost (d.nm)
Vzorek NPs
velikost 74,04 nm (SD 0,949 nm) n=6

Graf 1 Distribucni zaznam DLS vzorku nanocastic kyseliny hyaluronové. Velikost nanocdstic 74,04 nm.
Pocet méreni: 6.
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Bylo zjisténo, ze vyrazny vliv na tvorbu NPs ma odstranéni acetonu z reak¢éni smési
ve vakuovém koncentratoru. Pii teploté 40 °C na 15 min dochéazelo k agregaci az na vlakna.

Jako optimalni varianta byla proto zvolena doba 10 min pii 50 °C.

3.2 Imobilizace biotinu na piipravené nanocastice

Dalsim krokem bylo navazani bioaktivni molekuly (biotin) na ptipravené NPs standardni
karbodiimidovou metodou s piidavkem EDAC jako ¢inidla, které aktivuje karboxylové skupiny
fetézcl HA, na které se ndsledné prostrednictvim koncové aminoskupiny vaze molekula biotinu

(viz Obréazek 16).

H
N>=
S O
N
H
O
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Q O O
O HO
HO @) O
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Obréazek 16 Kyselina hyaluronovd s imobilizovanym biotinem. Prevzato z [90)].

Po imobilizaci byl piebyteény a nespecificky navazany biotin odstranén dialyzou
proti ultradisté vodé. Abychom mohli potvrdit vznik vazby mezi NPs a biotinem, bylo tfeba
jeho navazané mnozstvi kvantifikovat. Byla provedena spektrofotometricka metoda, kdy byl
méfen rozdil absorbanci ihned po pfiddni roztoku trijodidu k méfenému vzorku a
poté po 14 min inkubace [88]. M¢teni probihalo pii vinové délce 348 nm, coz odpovida
absorpénimu maximu biotinu. Jod obsazeny v roztoku trijodidu oxiduje azid sodny na dusik,
sam se redukuje na jodid. Tato reakce je velmi pomala, av§ak v pfitomnosti biotinu, ktery
obsahuje sulfidickou skupinu, se urychli. Oranzovy roztok trijodidu se tak béhem inkubace

odbarvi, coz lze sledovat také vizualné.
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Pro spravné a piesné vysledky bylo potieba provést nékolik optimaliza¢nich krokd.
Kli¢ovym z nich bylo nalezeni optimalniho slozeni slepého vzorku. Ten byl pfipraven
pro kazdy bod kalibra¢ni kiivky zvlast' o shodném sloZeni, jaké mél méfeny roztok, kromé
obsahu biotinu (viz kap. 2.4). Misto n¢&j byl pouzit odpovidajici objem 1 mM roztoku NaOH.

Kalibrace byla sestavena v rozsahu koncentraci 0,5-10 pg/ml biotinu (viz Graf 2).

Kalibra¢ni graf pro spektrofotometrickou kvantifikaci
navazaného biotinu
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Graf 2 Kalibracni graf pro spektrofotometrickou kvantifikaci biotinu. Rozsah mnoZstvi biotinu v reakci 0,5
10 pug/ml. Rozdil absorbanci méren pri 348 nm. Slepy vzorek: stejné slozeni jako mérené roztoky mimo biotin,
misto néj dopinén odpovidajici objem ImM roztok NaOH.

Stejnym postupem byl zméfen i vzorek obsahujici 2 mg NPs s navazanym biotinem
(1 mg/1 ml ultracisté vody). Soucasné byl piipraven vzorek pro ovéieni nespecifické sorpce,

ktery neobsahoval EDAC. Ze ziskané rovnice regrese bylo poté vypoéitano mnozstvi biotinu
(viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Vysledky spektrofotometrické kvantifikace biotinu navadzaného na NPs s a bez pridavku EDAC.
Kvantifikace biotinu probéhla pri vinové délce 348 nm podle postupu v kap. 2.4.

Vzorek ¢. 1 | NPs[mg] | Biotin [mg] | EDAC [mg] | Navazané mnozstvi biotinu
[ng/1 mg NPs]

1 2 1 1 10,52

2 2 1 X Nebylo mozné kvantifikovat

U vzorku  spiidavkem EDAC byl stanoven  biotinu v mnozstvi
10,52 ng/1 mg NPs. V piipadé druhého vzorku bez ptidani EDAC vysledky potvrdily,
ze ke specifickému navdzani nedoslo, protoze rozdil absorbanci po ptidani trijodidu a

po inkubaci byl pftili§ maly (AA =0,022) a jiz se nachazel pod limitem kvantifikace.
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Z davodu absence EDAC nedoslo k aktivaci karboxylovych skupin nanoc¢astic. Zaroven bylo

potvrzeno, Ze nedochazi k vysoké nespecifické sorpci biotinu na NPs.
Pro optimalizaci navazani biotinu byly dale pouzity tii vzorky, které se liSily mnozstvim
pridanym k NPs, a sice 1; 0,5 a 0,1 mg biotinu. Vysledky shrnuje Tabulka 4:

Tabulka 4 Vysledky spektrofotometrické kvantifikace biotinu navdzaného na NPs. Kvantifikace biotinu probéhla
pri vinové délce 348 nm podle postupu v kap. 2.4

Vzorek ¢.

NPs [mg] | Biotin [mg] | Navazané mnozstvi biotinu
[pg/1 mg NPs]
1 2 1 7,57
2 2 0,5 2,25
3 2 0,1 nebylo mozné kvantifikovat

Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno u vzorku ¢. 1, kdy byl vazan 1 mg biotinu
na 2 mg nanocastic. Tento vzorek byl nasledné pouzit pro méteni skladovaci stability. U vzorkt
¢. 2 a 3, které obsahovaly 0,5 a 0,1 mg biotinu, se po ukonéeni dialyzy objevily bile zbarvené

agregaty, a proto nebyly po kvantifikaci dale pouzity. MnozZstvi navazaného biotinu u vzorku

¢. 3 navic lezelo pod limitem kvantifikace.

Nasledné bylo provedeno méteni DLS ke zjisténi ptipadné zmény velikosti ¢astic, coz by
potvrdilo dalsi provazani fetézci v jiz vytvofenych nanocasticich. Z Grafu 3 je patrné, ze
po imobilizaci biotinu klesla polydisperzita NPs. To muize naznacovat shluk a vznik
kompaktné&jsi struktury, ktera je Zadouci.

Rozlozeni velikosti podle intenzity

Intenzita (%)

100 1000
Velikost (d.nm)

Wzorek NPs

MNPs po vazbé biotinu
velikost 74,04 nm (SD 0,949 nm)

~ 777 velikost 67,02 nm (SD 0,960 nm)
n=6

Graf 3 Distribucni zaznam DLS vzorku Cistych nanocdstic a po vazbé biotinu (I mg biotinu/2 mg NPs).
Kvantifikace biotinu probéhla pii vinové délce 348 nm podle postupu v kap. 2.4. Pocet méieni.: 6.
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3.3 Skladovaci stabilita biotinu navazaného na nanoéasticich

Stabilita vazby mezi NPs a biotinem byla hodnocena na zakladé méfeni skladovaci
stability. Ta je dualezitd pfedevsim pro piipadné uskladnéni jedné Sarze ptipravenych NPs a
jejiho pozdéjsiho pouziti. P¥i méfeni bylo odebrano 200 pl zasobniho roztoku biotinylovanych
NPs (1 mg biotinu/2 mg NPs), tento vzorek byl dialyzovan proti ultradisté vodé z dtivodu
Odstranéni ptipadného uvolnéného biotinu. Spektrofotometricky byl poté stanoven
podle postupu uvedeného v kapitole 2. 4. Podle rovnice regrese (viz Graf 2) bylo spo¢itano jeho
mnozstvi. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5. Graf 4 znazorfiuje jednotlivé tydny méfeni

skladovaci stability.

Tabulka 5 Vysledky spektrofotometrické kvantifikace navazaného biotinu na NPs a nasledného méreni
skladovaci stability. Kvantifikace biotinu probéhla pri vinové délce 348 nm podle postupu v kap. 2.4.

Tyden Mnozstvi navazaného biotinu
[ng/1 mg NPs]

Po imobilizaci 10,83

1 3,824
2 9,320
3 3,797
4 5,725
5

6

3,432
1,770

100 %
90 %

® Po imobilizaci
80 % .

m1. tyden
70 %

=2, tyden
60 % ty
50 % = 3. tyden
40 % 4. tyden
30% 5. tyden
20% 6. tyden
10%

0%

Graf 4 Zdaznam NPs s navdzanym biotinem vyjadiujici jeho schopnost se odstépit a prejit do roztoku.
Koncentrace 1 mg biotinu/2 mg NPs. NPs byly skiadovany v lednici a méreny spektrofotometricky pfi 348 nm
podle postupu v kap. 2.4.
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Jak ukazuji vysledky (viz Graf 4), dochazelo k postupnému uvoliovani biotinu
Z nanocastic do roztoku, pfi¢emz po prvnim tydnu doslo k nejvyznamnéjsimu poklesu. Méfeni
ve druném tydnu bylo z divodu nepiesné piipravy slepého vzorku zatizeno chybou,

avsak z ¢asovych diivodu jiz nebylo mozné experiment opakovat.

Po Sestém tydnu, kdy bylo ukon¢eno méteni skladovaci stability, byla rovnéz ovéiena
velikost NPs, abychom zjistili, zda nedoSlo k rozpadu nebo agregaci. Graf5 ukazuje,
7e ani po Sesti tydnech nedoSlo k vyrazné zméné distribuce velikosti, coz potvrzuje,
7e k rozkladu ani ke shlukovani ¢astic do vétSich agregatti nedochazi. Kiivka se pouze lehce

roz§itila, coz znaci tendenci posunu velikosti NPs hlavné k vétsim hodnotam.

Rozlozeni velikosti podle intenzity
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Graf 5 Distribucni zdaznam DLS nanocdstic (1 mg biotinu/2 mg NPs) po imobilizaci biotinu a po 6 tydnech
skladovéani. Po imobilizaci velikost 67,02 nm, po 6 tydnech velikost 66,80 nm. NPs byly skladovany v lednici
a méreny spektrofotometricky pri 348 nm dle postupu v kap 2.4.

3.4 Ovéfeni odolnosti navazaného biotinu na nanocasticich v silné kyselém

a silné zasaditém prostredi

Vazba biotinu na NPs byla provedena standardni karbodiimidovou metodou, pii které
vznika kovalentni vazba. Stabilita této vazby byla ovéfovana pusobenim kyselého a zasaditého
pH s néaslednou kvantifikaci biotinu. V obou pfipadech nebyla patrna vyraznéj$i zména
absorbance po pfidani roztoku trijodidu (v ptipadé HCI AA =0,090; u NaOH AA = 0,097),
mnozstvi navazaného biotinu tudiz Kleslo pod limit kvantifikace. Biotin funguje béhem reakce
jako katalyzator, ktery urychluje odbarveni trijodidu. Jeho absence béhem méfeni zpisobila,
7e oranzovy roztok zustal neodbarven (viz [88]). Vysledky méfeni DLS (Graf ¢. 6 a 7) take
ukazaly, ze po inkubaci doslo k rozruSeni kompaktni struktury a také k vyraznému zvyseni
polydisperzity ve velikosti ¢atic. Kiivky vykazovaly chaoti¢téjsi pribeh. V piipadé hydroxidu

sodného byla zméfena vysoka intenzita v oblasti kolem 80 nm a poté nad 500 nm.
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RozloZeni velikosti podle intenzity
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Graf 6 Distribucni zaznam DLS nanocdstic po 30 min inkubaci s 10M NaOH pri 37 °C. Pocet méreni: 6.

Po inkubaci biotinylovanych nanocastic s kyselinou chlorovodikovou byla zjisténa
nejvyraznéjsi intenzita v oblasti nad 500 nm a niz$i poté nad 120 nm.

RozloZeni velikosti podle intenzity
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Graf 7 Distribucni zaznam DLS nanoddstic po 30 min inkubaci s 10M HCI pii 37 °C. Pocet méreni. 6.

Vazba biotinu na NPs po pusobeni siln¢ kyselého a zasaditého prostfedi jako simulace
extrémnich podminek v organismu tedy nebyla stabilni a doslo k uvolnéni navazané latky.

Dialyzacni membrana se pfi styku se silnou zasadou navic zacala lepit k sob&, coz ztizilo
manipulaci se vzorkem.
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4. 7.4vér

Hlavnim cilem této bakalatské prace bylo vytvofit ptehled biodegradabilnich polymernich
latek, které nachazi uplatnéni v mediciné jako cilené nosice terapeutickych molekul. Z téchto
polymert se dale piipravuji vhodné formy, jako napiiklad nanocastice ¢i hydrogely, které se
poté v téle pacienta chovaji jako distributor 1é¢iva. Zkoumanymi oblastmi byly zakladni

vlastnosti polymert, zptsob jejich piipravy a také vyuziti v praxi.

V experimentalni ¢asti bylo Ukolem pfipravit nanocastice z Kyseliny hyaluronové, dale
nané¢ karbodiimidovou metodou navazat biotin a provést jeho spektrofotometrickou
kvantifikaci. Rovnéz byla méfena po dobu Sesti tydni skladovaci stabilita, které ovéiuje
stabilitu vazby biotinu na nanocastice a jeho tendenci prechazet do roztoku. ZavéreCnym
méfenim bylo ovéfeni odolnosti imobilizovaného biotinu na nanocasticich v silné kyselém

a siln¢ zasaditém prostiedi.

Nanocastice z kyseliny hyaluronové byly piipraveny pomoci N-(3-dimethylaminopropyl)-
N'-ethylkarbodiimid hydrochloridu a kyseliny adipové dihydrazidu v prostiedi aceton/voda.
Povedlo se ptipravit NPs s velikosti 74,04 nm, coz splituje podminku rozméru pod 100 nm.
Abychom zamezili agregaci béhem piipravy NPs, byly testovany dvé varianty teploty a délky
umisténi vzorku ve vakuovém koncentratoru. Jako vhodnéjsi byla zvolena varianta 10 min
na 50 °C.

Dalsim krokem bylo navazani biotinu a jeho imobilizace na ptipravené NPs. Nasledn¢ byla
zavedena spektrofotometrickd metoda, kdy byl piivinové délce 348 nm méfen rozdil
absorbanci ihned po pridani roztoku trijodidu ke vzorku a po 14 min inkubaci. Po optimalizaci
slozeni slepého vzorku byla testovana tfi riznd mnoZstvi navdzaného biotinu na NPs.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno u vzorku s obsahem 1 mg biotinu na 2 mg NPs, kdy se jej

navazalo 7,52 pg/1 mg NPs.

Byla ovéfena i skladovaci stabilita biotinu navdzaného na NPs, a to po dobu Sesti tydn.
Pro toto opakujici se méfeni byl vybran vzorek obsahujici 1 mg biotinu na 2 mg NPs.
Z vysledkl je ziejmé, Ze dochdzelo k postupnému uvolnovani biotinu do roztoku a vazba tedy

nebyla ptili§ stabilni.

Puisobenim kyselého a z&saditého pH na nanocastice byla dale ovétovana stabilita vazby
biotinu v extrémnich podminkach. V obou pfipadech nebyla patrna dostatetna zména

absorbance, coz indikuje nestabilni vazbu biotinu a jeho odstépeni. Zaroven doslo ke zméné
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velikosti NPs, coz dokazuje, Ze se nanocastice pti styku se silnymi kyselinami a bazemi rozlozi.
V piipad¢ enterdlni aplikace do téla pacienta by v zaludku doslo k okamzitému rozpadu a
uvolnéni celého obsahu navazaného lé¢iva. Dalsi experimenty by mohly byt zaméfeny na vyvoj

postupného uvolnéni navazané molekuly.

Metody ptipravy a modifikace nanomateridlti by mély byt i naddle intenzivné rozvijeny,
nebot’ se jedna o perspektivni oblast biomediciny S vyuzitim jak pro diagnostiku, tak terapii.
Toto téma je také aktudlni vzhledem k vyuziti v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Pfedmétem
dalsiho zkoumani by mélo byt pfekonani nestability v riznych podminkach, kterym se systémy

vystavuji pii aplikaci do lidského organismu.
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