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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou a charakterizaci nano¢astic a nanovlaken z chi-
tosanu s vazanymi proteiny pro svij potencial v oblasti cileného dorucovani a dlouhodobého
uvolnovani 1é¢iv. Do nanomaterialti byl metodou entrapmentu, adsorpci a karbodiimidovou
metodou vazan ovalbumin. Pomoci protein nespecifickych analytickych metod byla hodnocena
ucinnost vazby a mira uvolnéni ovalbuminu z nosi¢u. Z vysledku G¢innosti vazby byla vybrana
vhodna koncentrace pro vazbu epidermalniho rastového faktoru metodou entrapmentu na chi-

tosanové nanocastice a byla sledovana mira jeho uvolnéni z nanocastic.

KLICOVA SLOVA

Chitosan, nanocastice, nanovlakna, alginat sodny, epidermalni rastovy faktor, drug delivery

systém

TITLE

Development of Chitosan Nanomaterials With Ligand for the Purposes of Regenerative

Medicine.

ANNOTATION

The subject of this diploma thesis is the preparation and characterization of nanoparticles
and nanofibers with bound proteins generated from chitosan because of their potential for tar-
geted delivery and long-term drug release. Ovalbumin has been bound to the nanomaterials by
entrapment, adsorption, and carbodiimide method. The binding efficiency and release rate of
ovalbumin from the carriers was evaluated by protein-non-specific analytical methods. A suit-
able concentration for epidermal growth factor binding by entrapment method to chitosan na-
noparticles was selected through the comparison of binding efficiency and the rate of its release

from the nanoparticles was monitored.
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UvVOD

myslu. Jedna se o interdisciplinarni védni obor, ktery zasahuje do oblasti mnoha technologic-
kych i biomedicinskych oborti. Nanomaterialy jsou atraktivni zejména pro své unikatni vlast-
nosti, které jsou disledkem jejich rozmérti. Velmi vyznamnym oborem, kde se v dne$ni dobé
nanotechnologie a nanomaterialy uplatiiuji, je biomedicina, ve které nabizeji obrovsky poten-
cial z hlediska implantatii a cileného doruc¢ovani 1éka.

K vyrobé nanomateriald je vyuzivan chitosan, biologicky odbouratelny polymer. Chitosan
je derivat ptirodniho polysacharidu chitinu a disponuje celou fadou pozitivnich vlastnosti, mezi
které patii jeho vynikajici biokompatibilita, biodegradabilita, antimikrobialni aktivita a netoxi-
cita. Jedna se o slibny material pro cilené doru¢ovani 1€¢iv S fizenym uvoliiovanim.

V teoretické Casti této prace jsou uvedeny metody piipravy a charakterizace nanomateriald,
zejména nanovldken a nanocastic z chitosanu. Charakterizace nanomateridlli je nezbytna
pro posouzenti jejich kvality a bezpecnosti. Ddle jsou popsany rizné zptsoby uchyceni ligandt,
napf. 1é¢iv, enzymi, sond, proteinti, bunék aj., na povrch nosi¢ovych systému, metody detekce
proteinti a peptidi a in vitro studie uvolfiovani 1é¢iv z nanosystéma. Soucasti reSerse je i vyuziti
rustovych faktori v ramci drug delivery systému. Riistové faktory a cytokiny hraji dilezitou
roli pti hojeni ran, ale kvili své nizké stabilit¢ maji kratky polocas rozpadu a je tedy nezbytné
jejich opakované podavani. Pro ptekonani téchto nevyhod a pro cilené a udrzitelné uvoliovani
se vyvijeji systémy enkapsulovanych riistovych faktora za¢lenénim do biologickych materiali,
jako je chitosan.

V experimentalni ¢asti se tato diplomova prace zabyva metodou entrapmentu proteinu
do struktury chitosanovych nanocastic a studiem ucinnosti vazby pfi pouziti riznych koncen-
traci proteinu. Jsou zde porovnavany metody vazby proteinti na chitosanové nanomaterialy, a to
pomoci téinnosti vazby modelového proteinu ovalbuminu na nanovlakna i nanoc¢astice meto-
dami sorpce, entrapmentu, enkapsulace a karbodiimidovou metodou. V druhé ¢asti se experi-
mentalni prace zabyva tvorbou chitosanovych nanocastic se zapouzdienym epidermalnim rs-
tovym faktorem metodou entrapmentu. U vybranych nosica je sledovana mira uvolnovani

proteindl z nanocastic v Case.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Aplikace nanotechnologii v regenerativni mediciné a drug delivery sys-

témech

Nanotechnologie je interdisciplindrni védni obor zasahujici do oblasti chemie, biologie, fy-
ziky, mediciny, textilniho primyslu a mnoha dalSich obort. Jedna se o soubor technik a metod
zpracovavajici materialy v métitku atomt a molekul. Nano znamena nanometr (nm), jedna mi-
liardtina (10°) metru. Velikost struktur materialéi se pohybuje v méfitku nékolika nanometrt
(mensich nez 100 nm) minimaln¢ v jednom rozméru. Vyroba nanomaterialtl je vyznamna nejen
pro to, ze jsou tyto objekty tisickrat mensi nez pii pouziti béznych technologii, ale zejména
pro své jedine¢né vlastnosti, které jsou disledkem uvedenych rozmért [1; 2; 3]. Obecné jsou
vlastnosti nanomaterialti atraktivni pro mnoho chemickych a biologickych aplikaci, které mo-
hou pomoci lidskému zdravi. Nanotechnologie nabizeji obrovsky potencial z hlediska implan-
tatl a velkou pfilezitosti se zdaji byt metody dorucovani 1ékd, protoze vlastnosti polymernich

nanomateriali mohou byt navrzeny pro cilenou piepravu a doruceni [3].

1.1.1 Nanovlakna

Nanovlédkna jsou technické textilie s vysokou ptfidanou hodnotou. Jedna se o specialné vy-
rabéna vldkna o priméru mensim nez 500 nm. Maji fadu jedine¢nych vlastnosti, které jsou
zaruceny jejich velikosti [4; 5].

Mezi vlastnosti nanovlaken patii napiiklad jejich obrovsky mérny povrch, nizk4 hustota,
vysoka porozita, vyborné mechanické vlastnosti v poméru ke hmotnosti a moznost aditivovat
nanovldkenny material. Déale maji nanovldkna malou velikost poril, kdy pory mezi nanovlakny
maji rozméry cca 10-20 nm, takZe jimi neprojdou bakterie, viry, ani alergeny. Pory vSak umi
propustit molekuly vzduchu. Velkou vyhodou je i primér nanovlaken, ktery miiZzeme fidit podle
toho, na jaké aplikace je potfebujeme [4; 5].

Pouziti nanovlaken je velmi Siroké a jejich jedinecné vlastnosti jim umoziuji rizné aplikace.
Potencial maji ve vSech odvétvi prumyslu [5]. V oblasti mediciny se nanovlakna vyuzivaji na-
pfiklad k vyrobé nanovlakennych obvazii s obsahem molekul antibakteridlniho stfibra
na ochranu popalenin a rozsahlych otevienych ran. Nanovlakna modifikovana s biologickymi

ligandy (antibiotika, enzymy, ristové faktory atd.), tzv. biofunkéni nanovldkna, maji velké
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mnozstvi aplikaci, nejvice vS§ak dominuje oblast biomediciny. V biomediciné mohou nano-
vlakna slouzit jako ,,vozidla“ v systémech dodavani 1¢kti, ve tkdnovém inzenyrstvi nebo hojeni
ran [6]. Vyuziti nanovlaken jako podpory imobilizace enzymu bylo poprvé popsano Jia et al.
v roce 2002 [7]. Bylo prokazano, Ze nanovlakna vyrobena metodou elektrospinningu poskytuji
vynikajici podporu enzymové imobilizace vzhledem k jejich vysokému poméru povrchu k ob-
jemu a efektivniho zatizeni. Nanovlakna mohou byt vyrabéna v riznych formach a z riznych

syntetickych materiala a piirodnich polymert, poskytuji velkou funkéni povrchovou flexibilitu

[6].

1.1.2 Nanocastice

Nanocéstice maji obrovsky potencidl jako G¢inny systém dodavani 1ékii. Lisi se velikosti,
ale obecné se pohybuji od 100 do 1000 nm. Jako nosice 1€kil se nanocastice vétSinou pouZzivaji
velikostné do 100 nm alespoinl v jednom rozméru a sestavaji z riznych biologicky odbouratel-
nych materialt, jako jsou ptirodni nebo syntetické polymery, lipidy nebo kovy [8; 9]. Nano-
¢astice vyuzivajici se pro dorucovani 1€kt se mohou podle struktury rozdélovat na polymerni
micely, polymerni nanocastice, liposomy, dendrimery, virové nanocastice, nanotrubice, fulle-
reny, tuhé lipidové, kovové a magnetické Castice [10]. Struktury moznych polymernich nano-

¢astic jsou zobrazeny na obrazku 1.
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Obrazek 1: Znazornéni struktury nékterych typl nanocastic. Pfevzato a upraveno podle [10].
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Nanocastice jsou bunikami pfijimény G¢inngji nez vétsi makromolekuly, a z tohoto divodu
by mohly byt pouzity jako u¢inné transportni a distribu¢ni systémy [8]. Nanocastice obsahujici
zapouzdiené, dispergované, absorbované nebo konjugované 1éky maji jedinecné charakteris-
tiky, které mohou vést k vylepSenému vykonu v riznych davkovych formach [11]. Rtzné pro-
minentni rysy a aplikace nanosystémi jsou uvedeny v tabulce 1 [10]. Pro terapeutické aplikace
mohou byt 1éky bud’ integrovany do matrice Castic, nebo ptipojeny k jejich povrchu. Nanocas-
tice mohou byt pouzity pii cileném podavani Iéku v misté onemocnéni, aby se zlepsila absorpce
Spatné rozpustnych 1é€iv, cileni 1é¢iv na specifické misto a biologicka dostupnost 1é¢iva [8; 9].

Nanocastice na bazi chitosanu, pfipravované z chitosanu nebo jeho derivatt, ziskaly jako
nosice 1€kl vétsi pozornost, protoze vykazuji lepsi stabilitu, nizkou toxicitu a poskytuji vse-
stranné zpiisoby podavani. Dalsi nespornou vyhodou téchto Castic jsou jejich jednoduché me-
tody piipravy. Chitosanové ¢astice vykazuji pozitivni povrchovy naboj a mukoadhezivni vlast-

nosti. Chitosan vykazuje nizkou toxicitu jak in vitro, tak i nékterych in vivo modelt [12; 13].

Tabulka 1: Rizné charakteristiky a struéné aplikace nanosystému. Pievzato a upraveno podle [10].

Typy Velikost Charakteristika Aplikace
nanosystému (nm)
Uhlikove 0,5-3 prt- Tteti alotropicka krystalicka Funkcionalizace vylepsuje roz-
nanotrubice mer forma uhlikovych vrstev je bud’”  pustnost, pronika do cytoplazmy
a20-1000 jednovrstva (jednosténné nanotru- = burfiky a do jadra, nosi¢ pro do-
délka bice, SWNT) nebo vicevrstevna davani genti a peptida
(vicesténné nanotrubice, MWNT).
Tyto krystaly maji pozoruhodnou
silu a jedinecné elektrické vlast-
nosti (vodivé, polovodivé nebo
izolaéni)
Dendrimery <10 Vysoce rozvétveny, téméf mo- Dlouhodobg cirkulujici, fizené
nodisperzni polymerni systém dodavani bioaktivnich latek, ci-
produkovany fizenou polymeraci; = lené dodavani bioaktivnich latek
tii hlavni ¢asti — jadro, vétve a po- Kk makrofagiim, cileni na jatra
vrch
Liposomy 50-100 Fosfolipidové vezikuly, biokom- = Dlouhodobé¢ cirkulujici, nabizi

patibilni, v§estranné, dobra ucin-

nost zachyceni, snadna nabidka

18

pasivni a aktivni doru¢eni gent,

proteind, peptidia a dalsich



Kovoveé

nanocastice

Nanokrystaly
kvantovych

tecek

Polymerni

micely

Polymerni

nanocdastice

<100

2-9,5

10-100

10-1000

Zlaté a stiibrné koloidy, velmi
mala velikost vedouci k velkému
povrchu dostupného pro funkcio-

nalizaci, stabilni
Polovodivy material syntetizovan
s prvky I1-VI a 111-V sloupce, ve-
likost mezi 10 a 100 A, jasna flu-
orescence, tizka emise, Siroké UV

excitace a vysoka fotostabilita

Blokuji amfifilni kopolymerové
micely, biostabilni, vysoké zachy-

ceni 1é¢iva, uzite€né zatizeni

Biologicky rozlozitelné, biokom-
patibilni, nabizi kompletni

ochranu 1éku

1.2 Ristové faktory drug delivery systému

rrrrr

citlivé diagnostické zkousky,
vylepSeni tepelné ablace a radio-
terapie
Dlouhotrvajici vicebarevné zob-
razovani jadernych bun¢k; DNA
hybridizace, imunotesty; recep-
torem zprosttedkovana endo-
cytoza; znaceni markeru nadoru
prsou HeR2 na povrchu nadoro-
vych bun¢k
Dlouhodobé cirkulujici, cilené
specifické aktivni a pasivni do-
Znam
Vynikajici nosi¢ pro kontrolo-
vané a dlouhodobé dodavani
1€k, povrchové upravené nano-
castice mohou byt pouzity pro
aktivni a pasivni doruceni bio-

aktivnich latek

Jak je dobife znamo v oboru imunologie, rustové faktory a cytokiny hraji dilezitou roli pii

hojeni ran. Mnoho ptedchozich studii prokédzalo rizné vyhody exogennich rastovych faktort,

jako jsou epidermalni rastové faktory (EGF), ristovy faktor fibroblastti (FGF) a rustovy faktor

odvozeny od desticek (PDGF). Tyto vyrobky jsou vSak Casto drahé a vyzaduji vicenasobné

podavani, jelikoZ maji ristové faktory kvili jejich nizké stabilité kratky polocas rozpadu.

Pro pfekonani téchto nevyhod a pro cilené a udrzitelné uvoliiovani rastovych faktorti bez nut-

nosti jejich opakovaného podavani se vyvijeji systémy enkapsulovanych rastovych faktori za-

¢lenénim do biologickych materiala, jako je chitosan, kyselina hyaluronova, kolagen, dextran

a fibrin [14].

19



1.2.1 Epidermalni ristovy faktor

Epidermalni rustovy faktor (EGF) je 53-aminokyselinovy polypeptid, ktery mize ovlivnit
proliferaci a diferenciaci Siroké Skaly bunék [15]. Je sekretovan destickami, makrofagy a fib-
roblasty a pusobi parakrinné na keratinocyty [16]. Pravdépodobné je spolu s transformujicim
rastovym faktorem o (TGF-a) produkovan lokalné v mnoha tkanich spise jako lokalni ristovy
faktor nez jako systémovy hormon [15]. Bylo zjisténo, ze EGF urychluje migraci keratinocytd,
a tak podporuje reepitelizaci [16]. Existuje také dukaz, ze EGF hraje roli pii karcinogenezi, a ze
EGF-stimulovany rustovy regula¢ni systém je zapojen do proliferace malignich bunék [15].
Studie in vitro dale prokazaly zvySenou regulaci EGF po akutnim poskozeni, coz vyznamné
zrychluje reepitelizaci a zvysuje elasticitu v ranach. Klinické studie 1é¢by chronickych ran dale
ukazuji, ze pridavek lokaln¢ aplikovaného EGF zvysuje epitelizaci a zkracuje dobu hojeni koz-
nich §tépi, Zilnich a diabetickych viedi. Nedostatek idajii prokazujici vyznamny piinos apli-
kace EGF, spolu s tdaji poukazujicimi na jeho roli pfi rozvoji nadoru, vyznamné zbrzdily jeho

dalsi terapeutické vyuziti [17].

Pokud je EGF dodavan systémem jako jsou polymery, genova terapie nebo elektrospono-
vané nanovlakna, tak miize byt uzite¢ny pro osoby s chronickymi ranami. Tyto techniky totiz
udrzuji rastovy faktor kontinualni, udrzuji jeho pfitomnost v ran¢ a piedchazeni jeho rychlé
degradaci [16]. I kdyz je EGF S$iroce uznavan za ucast v regeneraénim procesu, tak jen malo
studii dokumentuje jeho G¢inek na akutni rany, kdyz je jeho uvoliovani udrzovano po uréitou
dobu jeho zapouzdienim do hydrogelu na bazi emulze. U¢inky EGF dodavaného mikro&asti-
cemi a nanocasticemi na bazi alginatu nebo lipid v modelu chronické rany diabetickych viedi
jesté tieba objasnit. Studie Kang S. W. et al. v roce 2017 [14] prokazala snadné a uZite¢né vy-
uziti nanocastic z kyseliny hyaluronové pro trvale udrzované dodavani EGF do mista akutniho
poranéni. Castice byly schopné se vazat na ECM dermélni vrstvy, degradovat béhem 14 dni

a stabiln¢ uvolinovat EGF, a tak pfispivat k procesu remodelace [14].

EGF stejné jako TGF-a aktivuje receptor EGF (EGFR) [15]. Receptor epidermalniho rasto-
vého faktoru, také znamy jako HER-1 nebo c-erbB-1, je transmembranovy glykoprotein, ktery
tvori jednoho ze ¢tyt ¢lent rodiny erbB receptort tyrosinkinazy. EGFR se sklada z extracelu-
larni domény vazajici ligandy, transmembranové oblasti pronikajici cytoplazmatickou mem-
branou a intracelularni domény s tyrosinkinazovou aktivitou. Struktura EGFR je znazornéna na
obrazku 2. Na EGFR se vaze vice ligandu, jejich vazba vede k autofosforylaci receptorové ty-

rosinkinazy a K nasledné aktivaci signalnich transduk¢nich cest, které se podileji na regulaci
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a TGF-a. Mezi dalsi ligandy patii amfiregulin, heparin vazajici EGF a betacellulin. Vazba li-
gandu na EGFR vede k homo- nebo heterodimerizaci receptoru na povrchu bun¢k, nasledova-
nou internalizaci dimerizovaného receptoru. Po dimerizaci a internalizaci nasleduje autofosfo-
rylace tyrosinkinazové domény. Fosforylované zbytky tyrosinkinazy slouzi jako vazebna mista
pro piijimani signdlu transduktort a aktivatorti intraceluldrnich substratd, jako je Ras, které pak
stimuluji intracelularni signalni transduk¢ni kaskadu. Prestoze je EGFR pfitomen v normalnich
bunkach, je také nadmérné exprimovan v fadé¢ nadorovych buné¢nych linii a byl spojen i se
Spatnou prognoézou. Aktivace EGFR hraje také roli v rezistenci na chemoterapii a radia¢ni 1é¢bu
v nadorovych bunkach [18; 19]. In vitro studie ukazuji, ze aktivace EGFR hraje dulezitou roli
pti reepitelizaci zvySenim proliferace keratinocytli a bunécnou migraci pii akutnich poranéni
[16].

EGF receptor

EGF

Extraceluldrni
LOOOOOOOO0L
,'E,?ﬂ igsgisisidited )

xxxxxxxxxxx

Intracelularni

N-lalok = N-lalok

Obrazek 2: Znazornéni struktury EGFR. Pfevzato a upraveno podle [20].

1.2.2 Fibroblastovy ristovy faktor

Fibroblastovy ristovy faktor (FGF) patii do velké skupiny ristovych faktorti zahrnujici 23
¢lend, kteti sdili sekvenci a strukturni podobnost. FGF vyuzivaji parakrinni a endokrinni signa-
lizaci ke zprostfedkovani nesc¢etnych biologickych a patofyziologickych procest, véetné angi-
ogeneze, hojeni ran, embryonalniho vyvoje a regulace metabolismu [21]. Jsou produkovany
keratinocyty, fibroblasty, endotelovymi buiikami, buitkami hladké svaloviny, chondrocyty
a mastocyty [16]. Ruzné biologické funkce FGF zavisi na jejich vazbé na kofaktorovy heparan
sulfat (HS) nebo specificky protein Klotho. Diky svym rozsahlym funkcim jsou ¢lenové sku-
piny FGF a jejich receptory dilezitymi cili pfi vyvoji Iékd. Bylo prokazéano, Ze v ramci rodiny
FGF jsou FGF-2, FGF-7 a FGF-10 neoddé¢litelnou soucasti pti hojeni koznich ran. Nedavno
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byla objevena i klicova role endokrinné pusobicich podskupin FGF-19 pii udrzovani ho-
meostazy zluovych kyselin, fosfatu a glukozy, coz vyvolava novy farmakologicky potenciél
této rodiny [21; 22]. In vitro studie ukazuji, ze vyuziti FGF ve spojeni s chitosanovymi nano-
¢asticemi vykazuje dlouhodobé uvoliiovani FGF z ¢astic, kdy bylo pozvolné uvoliiovani pozo-
rované az 35 dni. Déle zvySena proliferace fibroblastt in vitro také prokazala dodavani risto-
vych faktort z ¢astic pro bunéénou signalizaci. Chitosanové Castice s FGF ovlivnily schopnost

bunék proliferovat a diferencovat se, nasledovalo leps$i piipojeni a adheze [23].

1.2.3 Destickovy ristovy faktor

Rastovy faktor odvozeny od trombocytti (PDGF) je dimerni riistovy faktor slozeny z mono-
mert spojenych disulfidickou vazbou. Ctyfi jednotlivé fetézce (A, B, C, D) se skladaji z péti
dimert (AA, AB, BB, CC a DD) [24]. PDGF jsou hlavnimi mitogeny pro mnoho buné&¢nych
typt mezenchymalniho piivodu a pro nékteré bunky, které jsou ptivodem neuroektodermu, jako
oligodendrocyty. PDGF je primarné produkovan destickami, vaskularnimi endotelovymi bun-
kami, pericyty a Kupfferovymi buiikkami. PDGF ma vlastnosti chemoatraktantu a podili se
na tvorbé kosti, erytropoéze, hojeni ran a angiogeneze. Dale se podili i na normalnim vyvoji
mozku, ledvin a kardiovaskularnich a respira¢nich systému [25].

Nanocastice konjugované s PDGF umoziuji kontrolované uvoliiovani PDGF po dlouhou
dobu, az 42 dnt. Byly zkoumany liposomové nanocastice a nanocastice z biologicky odboura-
telného polymeru (PLGAM-PEG). Liposomové oproti polymernim nanoc¢asticim vykazovaly
vy$§i ucinnost zatizeni PDGF, 1 kdyZ oba typy castic vykazovaly podobné velikosti. Déle byla
vytvorena I kolagenova vlakna obsahujici PDGF, u kterych byla potvrzena jejich biokompati-
bilita a schopnost v kratké dobé zvysit proliferaci kmenovych bunék odvozenych od tukové
tkan¢, coz poukazuje na vyuZiti téchto vldken pro opravu aregeneraci pojivové tkané

napt. Slach [26].

1.3 Priprava nanomateriali pro biomedicinu

1.3.1 Metody pripravy nanocastic

Metody pfipravy nanocastic 1ze rozdélit do dvou zékladnich skupin, a to na metody konden-
zacni a dispergacni. U kondenzacnich nebo také bottom-up (zdola-nahoru) metod se nanocas-

tice vytvaii pfimo z jednotlivych atomli a molekul, kdy jde vlasté¢ o sluCovani jednotlivych
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atomu do vétsich ¢astic. V soucasnosti je tento zplisob pfipravy nanoc¢astic nejvyuzivanéjsi, 1ze
takto pfipravit vysoce dispergované a pomérné monodisperzni koloidni soustavy. Kondenzace
1ze dosahnout bud’ fyzikalnimi nebo chemickymi reakcemi. V ptipad¢ dispergacnich, top-down
(shora-doltr), metod se jde cestou od makrolatky k nanostruktuie, kdy se fyzikalnimi postupy
vytvari stale mensi ¢astice z vétsiho celku. Vznik disperzni soustavy touto cestou vyzaduje vy-
nalozeni prace, kterou je nutno dodat k prekonani ptsobicich mezimolekularnich sil. K postup-
nému zmenSovani materialu ¢astic miaze dochazet napt. ultrazvukem, laserovou ablaci, nebo
i mletim [27; 28].

V poslednich letech se do popiedi zajmu dostala aplikace chitosanovych nanocéstic jako
transportniho systému. Pro ptipravu chitosanovych nanoc¢éstic bylo vyvinuto a publikovéano né-
kolik metod. Vybér vhodné metody zavisi na konkrétnich faktorech, jako jsou teplotni a che-
micka stabilita, velikost ¢astic, stabilita kone¢ného produktu a dalsi [29]. V soucasné dobé se
jedna ptedevsim o pét metod, které jsou popsany nize. Z toho jsou nejrozsifenéjSimi metodami
ionotropni gelovani a komplex polyelektrolytl, protoze se jedna o metody jednoduché a nepo-

uzivaji se organicka rozpoustédla [30].

Ionotropni gelovani

Principem vzniku ¢éstic je iontové zesiténi mezi chitosanem, ktery je kationtové povahy
a aniontovym zesit'ovacim ¢inidel. Chitosan je rozpustén ve vodném roztoku kyseliny octové,
a to v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti stabiliza¢nich ¢inidel (napt. poloxamer), za G¢elem zis-
kani kladné nabitého chitosanu. K roztoku je nasledné po kapkach ptidavan za stalého michéani
a pti laboratorni teploté roztok zesitovaciho ¢inidla, kterym muze byt napf. tripolyfosfat sodny
(TPP) nebo sulfat sodny. Zesitovaci ¢inidla jsou polyaniony, které u¢inkem elektrostatickych
sil interaguji s opa¢né nabitym chitosanem. Timto zpuisobem dojde k vytvofeni chitosan-tripo-
lyfosfatového nebo chitosan-sulfatového komplexu. Chitosan diky tomu precipituje za vzniku
sférickych c¢astic [30; 29; 31].

Obvykle se velikost ¢astic pohybuje od 20 do 200 nm a 550 az 900 nm [32]. Pti zvySovani
koncentrace chitosanu a pfi zvySovani poméru polymeru ku polyaniontu bylo pozorovano zvy-
Sovani kompaktnosti a velikosti ¢astic. Dale 1ze také velikost a povrchovy ndboj ¢astic modifi-
kovat zménou poméru chitosanu ku stabilizatoru [30]. Dle studie Biré et al. V roce 2006 [33],
ktera studovala vlil zesitovacich ¢inidel na vznik castic, dochazi s pouZzitim TPP jako zesito-
vaciho ¢inidla k tvorbé vét§iho mnozstvi ¢astic s daleko mensi velikosti nez pti pouziti sulfatu

sodného [33]. Castice dale vykazuji mensi velikosti a vys§i stabilitu v piitomnosti chloridu sod-
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ného. Divodem je to, Ze pokud se monovalentni stil, jako je chlorid sodny, ptida k rozpousté-
dlu, je vystavena elektrostatickému odpuzovani mezi kladn¢ nabitymi aminovymi skupinami

na skeletu chitosanu. To zplisobi zvySeni pruznosti polymernich fetézct v roztoku a tim se zvysi

jeho stabilita [30].

Polyelektrolytové komplexy

Polyelektrolytovy komplex (PEC) je velmi jednoducha metoda, ktera nevyzaduje zadné ob-
tizné podminky a ¢astice vznikaji spontanné. PEC jsou tvofeny interakci mezi zaporné a kladné
nabitym polymerem v disledku poklesu hydrofilnosti kvili neutralizaci jejich nadboje. Pfidanim
roztoku aniontu (napf. roztoku DNA) do chitosanu rozpusténého v kyselin€ octové, za stalého
michani a laboratorni teplot¢, se tak mohou spontanné tvofit chitosanové nanoc¢astice. Vzniklé
¢astice mohou byt velikostné v rozmezi od 50 az 700 nm [30; 32; 12]. Vyhoda PEC je, Ze proces
muze byt provadén ve vodném roztoku pfti nizkych teplotach, coz poskytuje vétsi Sanci na za-
chovani aktivity zapouzdirenych latek. Hlavni nevyhodou je vSak Spatnd stabilita ¢astic a nizké
zachyceni 1é¢iva [12]. Tyto PEC komlexy se vyuzivaji jako transportni systém pro dodavani

proteint, peptidu, 1éki a plazmidové DNA [32].

Metoda reverznich micel

Tato metoda se vyznacuje tim, Ze se nepouzivaji zddna zesitovaci ¢inidla, ani toxicka orga-
nicka rozpoustédla. Reverzni micely jsou monodisperzni sférické agregaty molekul povrchové
aktivnich latek (napt. dodecylsiran sodny, cetrimoniumbromid apod.) o velikosti 1-10 nm ob-
sahujici mikroskopicka poléarni jidra. Hydrofilni slou¢eniny, jako jsou biomolekuly, jsou tedy
solubilizovany uvnitf polarniho jadra reverznich micel. Reverzni micely vznikaji pfidavanim
vodného roztoku chitosanu za stalého michani k organickému rozpoustédlu obsahujicimu po-
vrchové aktivni latku. Touto metodou 1ze ziskat ultrajemné nanocéstice s uzkou distribuci ve-

likosti [30; 34].

Mikroemulzni metoda

Pfi této metod¢ se povrchove aktivni latka, surfaktant, rozpusti v organickém rozpoustedle,
kterym je hexan. Do smési surfaktantu a hexanu se nasledné za stdlého michani a laboratorni
teploté piidava chitosan v roztoku kyseliny octové spoleéné s glutaraldehydem. Nanocastice se
tvoii v pfitomnosti surfaktantu. Smés se nechava pies noc za stalého michani, aby se dokon¢il
zesitovaci proces mezi funkénimi aminoskupinami chitosanu a glutaraldehydu, ktery zde pt-

sobi jako zesitovaci ¢inidlo. Organické rozpoustédlo se poté odstraiiuje odpafenim za nizkého
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tlaku a piebytek surfaktantu se odstrafiuje vysrazenim s chloridem vapenatym a naslednou cen-
trifugaci. Pfi této technice je pozorovéana velmi uzka distribuce velikosti a velikost mize byt
fizena koncentraci glutaraldehydu pti ptipravé ¢astic. Tato metoda vede k tvorbé ¢astic mensich
nez 100 nm. Mezi hlavni nevyhody patii pouziti antigenniho ¢inidla glutaraldehydu a zdlouha-
vost procesu [30; 32; 12]. Dale také neni mozné do nanocastic zaclenit bilkoviny nebo peptidy,

protoze se mohou kovalentnim zesitovanim poskodit [30].

Metoda emulgace/difuize rozpoustédla (ESD)

Jedna se o modifikovanou metodu vyvinutou spole¢nosti Niwa et. al. vyuzivajici PLGA.
Emulze se ziskava vstiikovanim organické fdze do roztoku chitosanu obsahujici stabilizacni
¢inidlo, jako je poloxamer za stdlého michani, nésledovaného vysokotlakou homogenizaci.
Emulze se nasledné ziedi velkym mnozstvim vody. Precipitace polymeru nastava v disledku
rozptyleni organického rozpoustédla do vody, ¢imz se vytvori nanocastice [30]. Hlavnimi ne-
vyhodami je pouziti organickych rozpoustédel a odstranéni velkych objemti vody ze suspenze.
Béhem emulze dochézi také k uniku ve vodé€ rozpustnych 1é¢iv do nasycené vodné vnéjsi faze.
Tato metoda se ukazala jako vhodna pro zapouzdieni hydrofobnich 1ékli. Metoda je reprodu-

kovatelna, jednoducha a je pozorovana izka distribuce velikosti [32].

1.3.2 Vyroba nanovliken

Zaucelem vyroby nanovlaken byly prozkoumdany rtizné techniky, avsak jako jedena z neju-
¢innéjsich technik pouZzivanych k vyrobé polymernich nanovlaken byla uznana technika elek-
trostatické¢ho zvlaknovani (elektrospinningu) [5]. Typické uspotfadani zafizeni pro elektrosta-
tické zvlaknovani je znazornéno na obrazku 3. Elektrospinovaci proces zvany jako
Nanospider™ umoznil vyrobu nanovlaken v primyslovém méfitku. Nanovlidkna vyrobena
touto technologii jsou vynikajici pro jejich vysokou homogenitu priiméru vldken a homogenitu
vrstev. Takto vyrabéna nanovlakna jsou atraktivni i z komer¢niho hlediska [3; 35].

Technologie Nanospider™ je unikétni technologie zvlakiiovani z volné hladiny roztoka po-
lymeri nebo tavenin v silném elektrostatickém poli bez pouziti trysek. Tato technologie se za-
klada na zajimavém objevu, Ze je mozné zvlaknovat nejen za pomoci kapilary z kapky poly-
meru prochazejiciho tryskou do elektrického pole, ale z celé tenké vrstvy roztoku polymeru
[35]. Zakladnim prvkem stroje jsou dvé elektrody, mezi nimiz existuje elektrostatické pole.
Spodni elektroda ma tvar valce, ktery je ponotfen do roztoku polymeru. Vélec se otaci a vynasi

tenkou vrstvu roztoku do elektrostatického pole, které z roztoku vytdhne dlouhd vlakna az ke
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druhé elektrod€. Zde vlakna narazi na podkladovou textilii, na které jsou vynésena ven ze stroje.
Je to tedy velice jednoduchy princip — za vSechno mohou elektrostatické sily, které z polymeru
vydlouzi vlakno na podklad. Klicové jsou samoziejmé vlastnosti polymerti, fada parametri jako
jejich vodivost nebo viskozita musi byt nastavena tak, aby proces vyroby nanovlaken fungoval

[35; 3].
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Obrazek 3: Typické usporadani zafizeni pro elektrostatické zvlaknovani [36].

Elektrospinovaci proces je typicky zptisob umélé vyroby nanovlaken z polymernich roztoki.
Z davodu relativni snadnosti a flexibility kterou tento proces nabizi, se ukazal i jako nejoblibe-
né&jsi zpusob pripravy chitosanovych nanovldken. Chitosan ma vSak vysokou viskozitu, ktera
omezuje jeho sptadatelnost. Tento problém je vyfeSen aplikaci alkalického zpracovani, které
hydrolyzuje chitosanové fetézce a snizuje tak jejich molekulovou hmotnost. Roztoky uprave-
ného chitosanu ve vodné 70-90% kyselin€ octové produkuji nanovldkna s odpovidajici kvalitou
a stabilitou. Snizeni koncentrace kyseliny octové v rozpoustédle zvySuje stfedni primér nano-
vldken. Optimalnich nanovldken se dosahuje s chitosanem, ktery byl hydrolyzovan 48 hodin.
Vyzkumy dokazaly, ze ani alkalické zpracovani, ani proces elektrostatického zvldknovani ne-

méni chemickou povahu polymeru [37].

Chitosanova nanovldkna se daji pripravit také za pouziti piistroje Star Burst ze suchého
prasku chitosanu, ktery se ziskava deacetylaci chitinového prasku ze skofapek krabl. Tento
systém vyuziva vysokotlaky vodni proud. Zatimco je proces elektrostatického zvlaknovani pro-
cesem bottom-up (zdola-nahoru), protoze spojuje jednotlivé molekuly do nanovlaken, systém
Star Burst je povazovan za ptistup top-down (shora-dolti). Chitosanovy prasek, ktery byl hrubé
rozdrcen mletim, mé vlaknitou strukturu. Agregaty vlaknitého chitosanu se po zpracovani po-

moci Star Burst nejprve rozpadaji na mikrovlakna a poté na nanovlakna. Vysledna vlakna se
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pohybuji v méfitku desitek nanometri a maji velmi jemnou nanovlédkennou sit. Vyuziti sys-
tému Star Burst K vytvofeni nanovlaken ma oproti elektrostatickému zvlakinovani n¢kolik vy-
hod, v¢etné nizkych nakladii na energii, moznost velkoobjemové vyroby, vynikajici tvarova-

telnosti a nejsou zde pouzita Zadna organicka rozpoustédla [38].

1.3.3 Charakterizace biomaterialu

Charakterizace nanomaterialll je nezbytnd pro posouzeni jejich kvality, bezpecnosti a pro
rozvoj nenomediciny [39]. V tabulce 2 jsou shrnuty né¢které hlavni techniky hodnoceni fyzi-

kaln¢é-chemickych vlastnosti nanomaterialt.

Tabulka 2: Techniky hodnoceni fyzikalné-chemickych vlastnosti nanomateriald. Pfevzato a upra-

veno podle [39; 40].

Technika

Rentgenova difrakce (XRD)

Rozptyl rentgenového zareni s malym

uhlem (SAXS)

Zeta potencial
Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Porozimetrie

Skenovaci elektronovd mikroskopie

(SEM)

Transmisni elektronova mikroskopie

(TEM)
Mikroskopie s polarizovanym svétlem

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

UV-VIS spektroskopie

Technika podle Brunauera, Emmetta a
Tellera (BET)

Analyzované vlastnosti materialu

velikost krystall, stupen a orientace krystalinity,

chemické slozeni a krystalicka faze

velikost a tvar ¢astic, prostorové rozlozeni ¢astic v

médiu, interakce Castic, interatomické vzdalenosti
stabilita povrchového naboje a struktura materialu
velikost a distribuce velikosti castic
velikost a objem port, plocha povrchu

velikost a distribuce velikosti ¢astic, struktura/tvar,

stabilita, identifikace elementarniho sloZeni
struktura/tvar, stabilita, velikost a distribuce veli-
kosti ¢astic
Anizotropie

Velikost, struktura, tvar, sorpce, disperze, agregace

a vlastnosti povrchu materialu
Velikost materialu

Velikost, distribuce port
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logie. Je velmi dilezité pochopit, jak vlastnosti nanomaterialti ovliviwji jejich distribuci a cho-
vani in vivo. Velikost ¢astic mize byt ur¢ena mnoha modernimi metodami, ale vybér té nejlepsi
zavisi na informacich pozadovanych pro konkrétni aplikaci. Bylo zjisténo, ze velikost ¢astic
ovliviiuje uvolnovani 1é¢iva. Mensi Castice maji vétsi plochu povrchu. LéCivo nanasené
na mensi Castice tak bude vystaveno pfedevsim na povrchu Castic, coz vede k jeho rychlému
uvoliovani. Naopak 1éky uvnitt vétsich ¢astic difunduji pomalu. Nevyhodou mensich ¢astic je
jejich tendence agregovat béhem skladovani a transportu disperze nanocastic. Proto existuje
kompromis mezi minimalni velikosti a maximalni stabilitou ¢astic. Navic muze byt velikosti
¢astic ovlivnéna i degradace polymeru. Bylo zjisténo, Ze napt. rychlost degradace linearniho
kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA) roste s rostouci velikosti ¢astic in vitro [41;
39; 42].

Dynamicky rozptyl svétla

V soucasné dob¢ je dynamicky rozptyl svétla (DLS), znamy také jako fotonova korelacni
spektroskopie (PCS), nejoblibengjsi a nejrychlej$i metodou uréovani velikosti ¢astic. Metoda
DLS je zalozena na fluktuacich zptisobenych Brawnovou difazi sférickych ¢astic, kde ma Bra-
wniv pohyb Castic vztah k ekvivalentnimu hydrodynamickému priméru. Monochromatické
svétlo (laser) dopadajici na roztok sférickych ¢astic s Brownovym pohybem zptisobi Dopperiv
posun, coz se projevi zmeénou vinové délky dopadajiciho svétla. Tato zména souvisi s velikosti
¢astic. Nevyhodou této metody je to, Ze nanomaterialy maji tendenci ve vod¢ agregovat, meénit
svoji velikost a povrchové vlastnosti, coz vede k riznym interakcim S molekulami vody, které
¢astice oklopuji. V disledku toho mtze byt velikost naméfend pomoci DLS nadhodnocena.
Na druhou stranu DLS umoziiuje méfeni za fyziologickych podminek napodobujici chovani
invivo. DLS se obvykle vyuziva k rychlému stanoveni velikosti ¢astic monodisperznich
vzorkd, k identifikaci pfitomnosti agregatli ve vzorcich ptipravenych riznymi postupy a ke stu-

diu stability ¢astic v zavislosti na ¢ase a/nebo zménach teploty [41; 39].

Zeta potencial

Povaha a intenzita povrchového naboje ¢astic urcuje jejich interakei s biologickym pro-
sttedim a takeé jejich elektrostatické interakce s bioaktivnimi slou¢eninami. Koloidni stabilita je
analyzovéna zeta potencidlem nanocastic. Tento potencidl je nepfimym méfenim povrchového
naboje a je to potencidl na roviné skluzu mezi ¢astici a sdruZzenou dvojvrstvou s obklopujicim

rozpoustédlem. K odvozeni stability ¢astic se obvykle vyuzivd hodnota + 30 mV. Hodnoty zeta
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potencialu vyssi nez +30 mV a nizsi nez -30 mV poukazuji na stabilni podminky, zatimco hod-
noty mezi -30 mVa +30 mV indukuji nestabilni podminky podporujici agregaci, koagulaci
a flokulaci Castic. Zeta potencial mize poskytovat 1 informace tykajicich se povahy materialu
zapouzdieného uvnitt ¢astic nebo potazeného povrchu. Nulova hodnota zeta potencialu je vy-
jadfena hodnotou izoelektrického bodu (pl), a proto musi byt posouzena také hodnota pl vybra-
ného ligandu pfed vazbou na nanocasticovy nosi¢. Zeta potencial je vysoce citlivy na zmény
prostiedi jako je pH a iontova sila. Z tohoto divodu nemohou opakované a presné méfeni zie-

déného roztoku poskytnout skute¢nou hodnotu koncentrované suspenze [41; 39].

Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM) provadi morfologickou kontrolu s ptimou vizu-
alizaci. Pies to, Ze techniky zalozené na elektronové mikroskopii nabizeji fadu vyhod v morfo-
logické a rozmérové analyze, poskytuji jen omezené informace o rozlozeni velikosti a skute¢né
pramérné populaci. Hlavnim omezenim SEM je rozliSeni obrazk, které omezuje jeho aplikaci
na vzorky o velikosti ~ 200 nm. Analyza SEM vyzaduje jednoduchou pfipravu vzorkl a mize
byt pouzita pouze pro urcité biologické materialy v disledku degradace zptisobené elektrono-
vym paprskem. Pro charakterizaci pomoci SEM musi byt nejprve roztok ¢astic preveden na Su-
chy prasek, ktery se pak aplikuje do drzaku vzorku a nasledné se za pouziti rozprasovaciho
zafizeni potahne povlakem vodivého kovu, napt. zlatem. Vzorek se skenuje zaostfenym jem-
nym paprskem vysokoenergetickych elektronti. Povrchové charakteristiky jsou ziskany
ze sekundarnich elektronti emitovanych z povrchu vzorku. Nanocastice musi byt schopny odo-
lat podtlaku a elektronovy paprsek mize poskodit polymer. Priimérna velikost ziskana pomoci
SEM je srovnatelnd s vysledky DLS. Tyto techniky jsou vSak ¢asové naro¢né, ndkladné a ¢asto
vyzaduji dopliujici informace o distribuci velikosti [41; 39].

Snimky pofizené SEM chitosanovych nanovlaken a nanocastic jsou znazornény na obrazku
4. K pozorovani struktury nanovlaken (s plosnou hmotnosti 2,8 g/m?) i nanoéastic byl pouzit
pristroj VEGA3 TESCAN s detektorem primarnich elektronti a vzorky byly pro zvySeni vodi-
vosti potaZzeny vrstvou zlata (0,2 nm) za pouZiti Balzerova prachového posttikovaciho zafizeni.
Snimky nanovlaken byly zhotoveny pfi zvétseni 5 000X a morfologie vzorkll nanocastic byla

pozorovana pii zvétseni 6 000x [6; 43].

29



SEN HY. 50KV WD, .47 mm I
View fiald: 41 5 pm Dot: ¢E Dpm
SEM MAG: 5.00 KX  Daa(miay): 0307/ € SEM MAG: 60.0 kx _ Date(m/dly): 032116

Obrazek 4: SEM snimky chitosanovach nanovlaken (A) a nanocastic (B). Zvétseni nanovlaken

5 000x a nanocastic 6 000x. Pfevzato a upraveno podle [6; 43].

1.3.4 Polymery vyuZivané k piipravé nanomateriala

K vyrob¢ biomaterialii se pouzivaji biologicky odbouratelné polymery. Takovéto polymery
jsou Zzadouct, protoZe se rozpadaji, vylucuji nebo jsou absorbovany. Nepotiebuji nijak odstranit,
ani nevyzaduji zadné chirurgické zakroky. Mimo jiné by mély byt polymery biokompatibilni
a nemé&ly by vyvolavat imunitni reakce. Navic by produkty degradace polymert mély byt neto-
xické, metabolizované a snadno odstranitelné. Biologicky odbouratelné polymery jsou vhodné
zejména pro biomedicinské aplikace, jako jsou napf. implantaty, dodavani 1éka, 1ékarske za-
kroky aj. Jejich rychlost rozkladu by méla byt srovnatelna s procesem hojeni ran. Biodegrado-
vatelné polymery mizeme rozdélit na piirodni (polysacharidy a proteiny) a syntetické (estery,
amidy, ethery a urethany) [44].

Ptirodni polymery umoziuji Zivot na zemi. Mezi takové polymery patii bilkoviny, peptidy,
enzymy, RNA a DNA. Jiné pifirodni polymery zahrnuti polypeptidy a polysacharidy. Mezi
jejich dalsi vyhody mimo jejich pfirozeny ptivod patii nenakladnost a ptitomnost reaktivnich
mist, které umoziuji konjugaci, chemické modifikace a zesiténi. Sami o sobé mohou vSak vy-
volavat biologickou aktivitu, coz neni vzdy zadouci. Mohou se tak objevovat nezadouci imu-
nitni a nasledné zanétlivé reakce. Nejcastéji vyuzivané prirodni polymery jsou popsany nize
[44; 45].

Syntetické polymery jsou téméf stejné rozmanité, jako ty pfirodni. Na zdkladé monomernich
jednotek lze dosdhnout Sirokého spektra fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Oproti pfirodnim
polymerim maji pfesné¢ znamé slozZeni, jsou méné ndkladné a lze jejich kombinaci vytvorit

ruzné kopolymery s odlisSnymi vlastnostmi. V dasledku chybéjicich signalti pro rozpoznani bu-
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n¢k vSak vykazuji tyto materialy horSi bunéénou adhezi. Existuji i polymery s velmi pokroci-
lymi mechanickymi vlastnostmi, jako jsou polymery s velkou tvarovou paméti, které se mohou
deformovat a vracet do ptivodniho tvaru na zaklad¢ stimulu, kterym muze byt pH, teplota,
svétlo nebo magnetické pole. V nasledujici ¢asti jsou popsany nékteré dulezité biologicky roz-
lozitelné polymery [46; 45].

Chitosan je druhym nejhojnéj$im biopolymerem v piirodé, ktery je hlavni slozkou exoskeletu
kory$t a hmyzu. Mimo jiné se vyskytuje i v bunééné sténé kvasinek a hub. Jedna se o derivat
ptirodniho polysacharidu chitinu, ktery je pln¢ acetylovany [47; 48]. Chitosan je linearni poly-
sacharid skladajici se z jednotek glukosaminu s nahodné lokalizovanymi N-acetylglukosami-
novymi skupinami [48]. Stejné jako chitin je izolovan z bunéénych stén plisni a exoskeletul.
Komer¢né se chitosan vyrabi ¢asteénou deacetylaci chitinu. V mirné kyselych roztocich s hod-
notou pH pod 6,5, napt. v kyselin€ octové a kyseliné mravenci, je chitosan rozpustny [49; 47].
Disponuje fadou pozitivnich vlastnosti, kterymi je vynikajici biokompatibilita, vysoka bioakti-
vita, biologické rozloZitelnost, selektivni propustnost, absorp¢ni kapacita a antimikrobialni ak-
tivita. Mimo jiné ma schopnost vytvaret vlakna, gely a filmy. Tyto vlastnosti poskytuji chi-
tosanu uplatnéni v fadé aplikaci. Pfikladem vyuziti chitosanu je jeho pouziti jako nosice 1é¢iv

pro fizené uvoliovani a také podporuje hojeni vieda a 1ézi [50; 47; 48].

Alginat je biokompatibilni, biologicky odbouratelny, hydrofilni a pomérné ekonomicky pfiro-
zené se vyskytujici polymer obsazeny v bunéénych sténach rGznych druhii hnédych ftas
(Phaeophyceae). Vybér druhu je zalozen na hojnosti vyskytu fas a nema vliv na kvalitu samot-
ného polymeru. Navic nékteré druhy bakterii ¢eledi Pseudomonas a Azobacter produkuji algi-
nat jako exopolysacharid [51; 50]. Diky své biokompatibilite, relativné nizkym nakladim,
nizké toxicité a snadnému gelovaténi po pfidani mono- nebo divalentnich kationtii nasel alginat
uplatnéni v fadé biomedicinskych aplikaci [52; 53]. Pro gelovaténi alginati jsou nejcastéji po-
uzivané sodné a vapenaté ionty. Tento mechanismus tvorby gelu je vSak tézké ovladat a nevede
K jednotné struktufe [51]. Alginaty se pro enzymatickou imobilizaci pouzivaji ve formé perli-
¢ek, hydrogelti nebo kapsli [53]. Diky své strukturni podobnosti s extracelularni matrix zivych
tkani nachazi alginitové hydrogely uplatnéni pii transplantaci bun€k, dodavani bioaktivnich
¢inidel, jako jsou malé chemické latky a proteiny a pti hojeni ran jako obvazy. Alginatové ob-
vazy v misté rdny minimalizuji bakteridlni infekci a usnadniuji hojeni. Alginatové gely mohou

byt navic podavany do téla oralné€ i injekéné¢ minimalné invazivnim zplisobem, coz umoziuje
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rozsahlé farmaceutické aplikace. Prestoze byla biokompatibilita alginatu in vitro i in vivo roz-
sahle vyhodnocovana, stale existuji diskuse o vlivu riznych trovni Cistoty alginatu. Vzhledem
k tomu, ze se alginat ziskava z ptirodnich zdrojii, mohou byt pfitomny riazné necistoty, jako
jsou t€zké kovy, endotoxiny, proteiny a polyfenolické slouc¢eniny. Necistotam zbyvajicim v al-
ginatu mize byt pfi¢itana imunogenni odezva na injek¢nich nebo implanta¢nich mistech. Algi-

nat s velmi vysokou Cistotou se ziskava Cisténim vicestupfiovym extrakénim procesem [52].

Celuloza je vzhledem ke své mechanické odolnosti soucasti stén bunék rostlin a v nékterych
ptipadech i sou¢ast bakterialni bunééné stény (napi. Acetobacter sp.). Jedna se o nejdulezité;si
a nejrozsirenéjsi prirodni polymer na zemi [50; 49]. Celulézu tvoti né€kolik stovek monosacha-
ridovych jednotek glukézy a tvoti tak linedrni polysacharid. Nerozpustnost celuldzy je jejim
hlavnim omezenim pro jeji vyuziti. Nanokompozity celuldzy zpiisobily pfevrat ve zdravotnictvi
a jsou pouzivany hlavné v oblasti vazivového a tkdnového inzenyrstvi a hojeni ran. Celuléza je
vhodna pro tvorbu hydrogelt, které se mimo jiné vyuzivaji i k absorpci tézkych kovu a doda-

vani 1éku [49].

Zelatina, ptirodni polymer odvozeny z kolagenu, je diky své biokompatibilité a biologické roz-
lozitelnosti bézné vyuzivana pro biomedicinské a farmaceutické aplikace [49]. Z kolagenu se
zelatina ziskava hydrolytickou degradaci. Kyselou degradaci se vyrabi Zelatina typu A, zatimco
alkalickou degradaci vznika Zelatina typu B. Zelatinové roztoky vytvati po ochlazeni gelovité
struktury, coZ ¢ini zelatinu zajimavou pro aplikace tkanového inzenyrstvi [51]. Nevyhodou Ze-
latiny je vSak jeji snadna rozpustnost ve vodé (jiz pii 37 °C) a rozpad gelu jiz pti pokojové
a nizsi teploté. Pokud je vSak pouZivana ve spojeni s biologicky odbouratelnymi syntetickymi
polymery, lze tyto nevyhody snadno piekonat [54]. Diky svym netoxickym, bioaktivnim a bi-
ologicky odbouratelnym vlastnostem je Zelatina atraktivni i pro kontrolované uvoliiovani [49].
Narozdil od kolagenu Zelatina nevyvolavéa Zadnou vyznamnou antigenitu. Diky své dostupnosti

a relativné nizké cené je zelatina vyuzivana jako biomaterial pro hojeni ran [55].

Kolagen je biopolymer, ktery je snadno dostupny a ma siroké uplatnéni diky svym vlastnostem,
mezi které patii biologicka odbouratelnost, biokompatibilita a vysoka vSestrannost. Navic je
netoxicky, snadno se absorbuje v téle a ma velmi nizkou antigenicitu. Kolagen tvoii zakladni

stavebni hmotu pojivovych tkani a je nejhojné&jsim proteinem u savct, tvoti asi 20-30 % celko-

vého télniho proteinu. Izolace kolagenu se provadi z riznych zdroji, napt. hovezi a kuteci kiize
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a Slachy a kosti porazeného skotu. Dale se izolace provadi i z biologickych odpadu, coz je na-
kladové velice efektivni. Kolagenova molekula se sklada ze tii polypeptidovych fetézcii navza-
jem navinutych jako v trojvlaknovém lanu [56; 57]. Funk¢ni skupiny ptitomné v kolagenu, jako
je aminoskupina a karboxyskupina, pomahaji pti modifikaci kolagenu, které vyhovuji riznym
ucelim aplikace, napf. hojeni ran, dodavani 1€kt a aplikace v tkanovém inzZenyrstvi. Jako ma-
vlastnostem, kterymi jsou propustnost, biokompatibilita a injektabilita. Pro kontrolované doda-
vani 1ékti a prodlouzeni uvoliiovani 1€ku se vyuzivaji kolagen-syntetické polymerni kompozity

a difuzni membrany na bazi kolagenu [57].

Kyselina hyaluronova (HA) je biokompatibilni, biologicky odbouratelny mukoadhezivni po-
lysacharid s negativnim nabojem a velkou molekulovou hmotnosti. HA je linearni glykosami-
noglykan tvofeny z N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny glukuronové. Vyskytuje se téméf ve
vSech biologickych tekutinach a tkanich [47; 58]. Piesto, Ze je HA témét vSudypiitomna v lid-
ském téle a jinych obratlovci, jeji nejvyssi mnozstvi se nachazi v extracelularni matrix (ECM)
mékkych pojivovych tkani a kloubni tekuting [58]. HA je ptitomna i u nékterych bakteriich, ale
chybi u hub, rostlin a hmyzu [58]. Asi polovina HA lidského téla je v kiizi, ktera imobilizuje
vodu a udrzuje tak stlacitelnost pokozky. V kizi dale slouzi jako vychytava¢ volnych radikala
produkovanych pusobenim ultrafialovym (UV) svétlem slunce na kuzi. Mezi jeji dal$i vlast-
nosti fadime protizanétlivost a elasticitu [58]. Polymery HA se pouZzivaji pfi ptipravé gelu, které
se vyuzivaji jako matrice pro piepravu lékt. Dale se vyuzivana pro hojeni ran, 1é¢bé syndromu

suchého oka aj. [47].

Karagenan pochazi z ¢ervenych moiskych fas Rhodophyceae. Jedna se o obecny nazev pro
rodinu gelotvornych a viskozitnich polysacharidii s velkou molekulovou hmotnosti. Karagenan
je linearni aniontovy polysacharid obsahujici sulfatové skupiny. [47; 59] Karagenany jsou
velké, vysoce flexibilni molekuly, které maji schopnost vytvaret pti pokojové teploté rizné gely
[60]. Karagenan byl konzistentné pouzivan k imobilizaci riznych enzymd, jako je lipaza a je
povazovan za dobrou nahrazku zelatiny [59].

Polyuretan (PU) vznika polyadici diisokyanatt a diolt nebo diamind (polymocovina) v pfi-
tomnosti katalyzatoru za vzniku karbamatové (uretanové) vazby. PU jsou biokompatibilni, bi-
ostabilni a tvarovatelné polymery [61]. Vyuziti PU nachazi napt. pfi vyrobé obvazl na rany,

kdy ptisobi jako polopropustna membrana chranici ranu pied okolnim prostiedim a bakterial-
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nim vstupem. Polopropustnost PU vytvaii v rané vhodné vlhké prostiedi. Vzhledem k vy-
znamné tkanové biokompatibilité byly dale uplatnény i pii vyrob¢ kardiostimulatord a cévnich
implantati. PU je vSak Spatné piilnavy. Tento nedostatek se da odstranit potazenim PU kola-
genem, nebo peptidy na bazi kolagenu, coz znacné¢ zvysuje adhezi bunék a také zvysuje bio-

kompatibilitu [62].

Kopolymer kyseliny glykolové a DL-mlééné (PLGA; angl. poly(lactic-co-glycolic acid)
se pripravuje kopolymeraci kyseliny polymlééné (PLA) a kyseliny polyglykolové (PGA). Ko-
polymeraci se minimalizuji nevyhody individuélnich PLA a PGA.

PGA byl jednim z prvnich materialt svého druhu, ktery byl studovan pro biomedicinské
aplikace. Vyuziti naléza prevazné v tkanovém inzenyrstvi a uplatiuje se i pii dodavani 1éka.
Mezi jeho vyznamné vlastnosti patii vysoka krystalinita, kterd vykazuje velkou mechanickou
pevnost a malou rozpustnost v béznych rozpoustédlech. Tyto vlastnosti vSak zptsobuji i pro-
blémy pti vyrobé PGA. Vyuziti PGA omezuje i jeho vyssi stupen degradace, coz vede ke zvy-
Seni kyselosti okolnich tkani, ¢imz dochazi ke vzniku zanétu [61].

PLA je opticky aktivni a je k dispozici ve ¢tyfech riznych stereoizomernich formach, kte-
rymi jsou kyselina poly-L-mlééna (PLLA), kyselina poly-D-mlé¢na (PDLA), kyselina poly-D,
L-mlé¢na (PDLLA) a kyselina mlécna. PLLA a PDLA jsou dostupné v krystalické formée, za-
timco PDLLA a kyselina mlé¢na jsou amorfni s nizkou mechanickou pevnosti. PLLA a PDLLA
jsou slibné biodegradabilni polymery pro biomedicinské aplikace. Pfitomnost methylové sku-
piny ¢ini PLLA vice hydrofobni nez PGA, a proto vykazuje PLLA delsi dobu degradace. PLLA
byla pouzita pro celou fadu biomedicinskych aplikaci, napt. jako nosice v tkanovém inzenyr-

PLGA mé mnoho dilezZitych vlastnosti, jako je biokompatibilita, mechanicka pevnost
a snadna manipulace v pozadovanych velikostech a tvarech [62]. Mezi vyznamné vlastnosti
PLGA patii rychla degradace, ktera je vhodna pro dodavani 1ékt, vakcin, proteinti, peptida
a makromolekul. PLGA vykazuje i vybornou bioadhezy a schopnost bunécéné proliferace, diky
¢emuz se hodi na aplikace tkanového inzenyrstvi [61]. Vyznamné mnozstvi vyzkumi je zamé-

feno na aplikaci kopolymeri PLA-PGA jako steht, svorek, spon a vystuznich materiala [63].

Polyethylenglykol (PEG) je flexibilni polymer na bazi éteru. Diky tomu, Ze je hydrofilni, ne-

imunogenni a biokompatibilni je PEG zddoucim materidlem pro obvazy na hojeni ran. PEG
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vykazuje dobrou afinitu s ristovymi faktory, jako je napt. EGF, a tak mohou byt spojeny a rts-
tové faktory tak mohou byt zacileny pfimo do mista rany. Smichanim polymeru s chitosanem

a PLGA se stabilizuji jeho mechanické, tepelné a krystalické vlastnosti [64].

Polykaprolakton (PCL) ma jedine¢né mechanické vlastnosti, které z néj ¢ini dokonaly bio-
kompatibilni, biodegradabilni a biologicky resorbovatelny polymer. PCL je semikrystalicky
polyester, ktery je netoxicky a lze ho snadno zpracovat do riznych tvart a forem. Vyuziva se
hojné v oblasti tkanového inzenyrstvi. Degradace PCL je pomalejsi nez degradace PLA, pou-
ziva se na dlouhodobé implantaty. Produktem degradace PCL je kyselina kapronova. PCL elek-
trospinova vlakna jsou vhodna pro 1é¢bu chronickych a akutnich ran. Material PCL ma vSak
Spatné antimikrobialni vlastnosti. Z tohoto diivodu jsou do matrice PCL zabudovavany nano-

Castice stiibra, zajistuje se tak odolnost vii¢i mikrobialni kontaminaci [62].

1.4 Metody imobilizace ligandi

Imobiliza¢ni techniky lze rozdé€lit na reversibilni a ireversibilni. Adsorpce, vazba disulfidic-
kymi mistky, afinitni vazba a chelatace se fadi mezi imobiliza¢ni techniky reversibilni. Mezi
ireversibilni imobiliza¢ni techniky patii kovalentni vazba, entrapment, crosslinking a enkapsu-
lace [65]. Na obrazku 5 je znazornéno schéma nékterych imobiliza¢nich technik. Metody imo-
bilizace se daji vyuzit i v riiznych kombinacich, nicméné zadné metoda, ani pouzity nosi¢ neni
idealni pro vsechny typy biomolekul a jejich rizné aplikace. To je zpusobeno napt. odlisnymi
chemickymi vlastnostmi a slozenim enzymn, riiznymi vlastnosti substratti a produktti a riznymi
zpusoby pouziti [66]. Nanomaterialy piisobi jako velmi u¢inné nosné materialy vzhledem k je-
jich ideédlnim vlastnostem pro vyvaZzeni klicovych faktorti, které urcuji u¢innost biokatalyza-
torti. Na nanomaterialy lze imobilizovat napt. 1é¢iva, enzymy, proteiny, sondy, buiiky aj. Na-
nocastice poskytuji biokompatibilni prostiedi pro enzymatickou imobilizaci a jsou idealnimi
nosici 1 diky jejich malé velikosti a velkému povrchu. Bylo zjiSténo, Ze stabilita a aktivita en-
zymu se diky imobilizaci na nanomaterialech zvySuje [67]. Metody jsou postaveny na imobili-
zaci enzymu, jelikoz byly enzymy v ramci této problematiky nejvice a rozsahle studovany.

Vazby jinych biomolekul se nelisi.
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Obrazek 5: Schéma imobiliza¢nich technik. Pfevzato a upraveno podle [68].

1.4.1 Adsorpce

v

Adsorpce enzymi (nebo bunék) na nerozpustnych nosicich je nejstarsi a nejjednodussi tech-
nika enzymové imobilizace. Jedna se o reversibilni povrchovou interakci mezi inertnim nosi-
¢em a enzymem, kdy se enzym adsorbuje na vné&j$i povrch nosice. Pfi adsorpci se uplatituji
slabé (nizko energické) sily, jako jsou iontové interakce, vodikové vazby, Van der Waalsovy
sily a hydrofobni interakce [67; 69]. I kdyz se jedna o velmi slabé sily, tak ve velkém poctu
poskytuji dostateénou vazebnou pevnost [67; 69]. Metoda je pomérné levna, rychla a snadna
na provedeni. Oproti jinym metodam dochazi k zachovani vysokého stupné aktivity enzymu,
protoze nedochazi ke kovalentni chemické vazbé a diky tomu ani k modifikaci struktury. Se-
tkavame se vsak i1 s nevyhodami, mezi které patii zejména desorpce enzymu z nosice vlivem
zménami teploty, pH nebo iontové sily [67; 69]. Pouzivané nosné materialy mohou byt orga-
nické (napf. Skrob, celuldza), anorganické (napft. oxid hlinity, silikagel) a modifikované sepha-
rosy (zesiténa agardza) a iontoméni¢ové pryskytice [70]. Vybér adsorbentu zavisi predev§im
na minimalizaci Uiniku pouZzitého enzymu a zabranéni poSkozeni a chemické modifikaci enzymu

[69].

1.4.2 Entrapment

Jednou z nejjednodussich technik imobilizace je entrapment (zachyceni). Tato metoda mize
byt pouzita nejen k imobilizaci enzymd, ale i celych bunék. Jedna se o metodu irreversibilni,

kdy jsou enzymy nebo buiiky imobilizovany fyzikalnim ,,zachycenim* uvniti polymeru, nebo
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gelové matrice. Protein obklopuji monomerni jednotky nosice, které v jeho pfitomnosti poly-
merizuji a tim ho uzaviraji do mfizky [70; 50; 71]. Na stabilizaci proteinu na matrici se podileji
nekovalentni nebo kovalentni vazby [59].

Jde o rychlou a levnou techniku. Mezi nejvétsi nevyhodu metody patii moznost, Ze mohou
nizkomolekuldrni enzymy z matrice uniknout. Dale se setkdvame s omezenou difuzi port
a omezenou kapacitou matrice nosice [70; 71].

Fyzikalné-chemické vlastnosti matrice v gelové formé¢ maji vyznamny vliv na reakce zachy-
ceného biologicky aktivniho materialu v gelu [69]. Kvuli mnoZstvi a velikosti port je u této
metody dulezity vybér materialu, ze kterého je nosi¢ vyroben. Kriticky parametr pii vybéru
matice je velikost port a ta je nastavena tak, aby zabranovala ztrat¢ enzymu, zajistila dostatec-
nou pevnost struktury, ale také umoznovala volny pohyb substratu a produktu. Bézné pouZziva-
nymi matricemi jsou zelatina, karagenan, alginat, agar a polyakrylamidovy gel [70; 69; 50].

Rozdil mezi zachycovaci technikou a adsorpci a kovalentni vazbou je, Zze enzym je sice ome-

zen pohybem struktury gelové miizky, ale zaroven je v roztoku volny [69].

1.4.3 Crosslinking

Metoda Crosslinking (zesitovani) je charakteristicka tim, Ze na rozdil od ostatnich metod
nevyzaduje zadny nosi¢. Molekuly enzymi jsou imobilizovany vytvafenim vzajemnych kova-
lentnich vazeb mezi sebou prostiednictvim polyfunkénich cinidel. NejpouzivanéjSim poly-
funkénim ¢inidlem je glutaraldehyd. Pti pouZiti glutaraldehydu jsou vazby mezi enzymy ne-
vratné a mohou odolat extrémnimu pH a teploté [69; 70]. Glutaraldehyd je pomérn¢ levny
a stabilni, pro zesit'ovani nékterych enzymu je vSak nevhodny [67]. Dal§imi pouzivanymi ¢ini-
dly jsou diazoniové soli, hexamethylendiisokyanat a toluendiisothiokyanat. Polyfunk¢ni €inidla
mohou denaturovat nebo strukturné modifikovat enzym, coz vede ke ztraté jeho katalytickych
vlastnosti, a to se poklada za nejvétsi nevyhody této metody. Tato technika je levnd, jednoducha

a Siroce pouzivana v prumyslovych aplikacich [69; 70].

1.4.4 Enkapsulace

Enkapsulace je podobna technice entrapmentu (zachyceni) a jedné se tedy také o metodu
irreversibilni imobilizace. Enzymy jsou uzavirdny do polopropustné membrany obvykle ve
formé¢ kapsli. Enzymy nebo buiiky jsou omezeny sténou polopropustné membrany, uvniti pro-
storu se vSak pohybuji voln¢ [50; 71]. Polopropustnost membrany umoziuje volny tok zivin

a substratd, a ptritom udrzuje enzym uvniti kapsle. [50] Zaroven je diky kapsli enzym chranén
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pred vn&j§imi podminkami prostiedi. Uginnost enkapsulace zavisi na stabilité enzymi uvnitf
kapsle [69; 50]. Enkapsulace 1ze dosahnout naptiklad tvorbou liposomalnich vesikul nebo po-
moci nanocastic [71]. Dulezitym faktorem, stejné jako u entrapmentu, je velikost pora [50].
Setkame se 1 S moznosti vzniku ruptury membrany, coz je problém spojeny s difuzi, kdy se pro-
dukty z reakce rychle akumuluji [69].

Jako kapsle mohou byt pouzity i biologické buiiky. Znamym piikladem takovych kapsli je
pouziti erytrocytd. Erytrocytarni membrana je propustna pro malé molekuly. V hypotonickém
prostiedi erytrocyty nabobtnaji, roz§ifuji bunécnou membranu a rozsiiuji tak svou priachodnost.
V tomto stavu se mohou enzymy dostat dovniti erytrocytu a zarovein dochazi i kK uvolfiovani
erytrocytarnich proteinli. Vraceni téchto zvétSenych erytrocytt do izotonického roztoku umoz-
nuje bunééné membrang se vratit zpét do normalniho stavu a enzymy uvniti bufiky jiz nemohou
uniknout [69].

Pro zapouzdfeni jsou vhodné biopolymery jako je chitosan, kyselina alginova, celuldza
a maltodextrin. Popularni jsou i dvouvrstvé mikrokapsle, které jsou tvofeny z dvou riznych
biopolymeri [50]. Touto metodou mizeme imobilizovat i n€kolik enzymu najednou, vznika

tak multienzymovy komplex [71].

1.45 Kovalentni imobilizace

Tato technika je Siroce vyuzivana a k imobilizaci enzyml dochazi vytvofenim kovalentnich
vazeb mezi enzymem a nosi¢em [70]. Vazba vznika mezi funkénimi skupinami pfitomnymi
na povrchu nosice a povrchovymi funkénimi skupinami enzymu, protoze tyto funkéni skupiny
enzymu nejsou zodpoveédné za jeho katalytickou aktivitu [67; 69]. Kovalentni spojeni se obje-
vuje v disledku postranniho fetézce aminokyselin enzymi, jako je arginin, kyselina aspara-
gova, histidin a stupné reaktivity zaloZené na rtiznych funkénich skupinach, jako je imidazol,
indolyl aj. [59] Reakce musi byt provedeny za podminek, které nezplisobuji ztratu enzymové
aktivity a nesmi byt pouzitymi ¢inidly ovlivnéno aktivni misto enzymu [67].

Nosi¢ obvykle vyzaduje pfed navazanim enzymu piedbéznou tpravu [70]. Peptidové modi-
fikované povrchy pouZzivané pro enzymatickou vazbu maji za nasledek vyssi specifickou akti-
Vitu a stabilitu s fizenou orientaci na proteiny [59]. Spojeni mezi nosi¢em a enzymem muize byt
dosaZeno bud’ ptimou vazbou mezi sloZkami nebo prostiednictvim interkala¢niho ¢lanku s rtiz-

nou délkou, ktery se nazyva spacer [67]. Vybér specifického nosice je ovlivnén mnoha faktory,
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bilizaci jsou tedy hydrofilni nosice, jako jsou polysacharidové polymery (napft. celuloza, skrob,
dextran a agar6za). Dal§imi popularnimi nosiéi jsou porézni skla a porézni oxid kiemicity [69].

Kovalentni vazba se sklada ze dvou krokii. Prvnim krokem je aktivace funk¢nich skupin
na povrchu nosice specifickym ¢inidlem a druhé pfidanim enzymu, ktery s aktivovanym povr-
chem nosice vytvoii kovalentni vazbu. Obvykle je aktivacni reakce navrzena tak, aby na nosici
vznikly silné elektrofilni (elektronovée deficientni) funkéni skupiny. K aktivaci hydroxylovych
skupin v polysacharidovych materialech se nejcastéji pouziva Bromkyan (CNBr) [69]. Hlavni
roli béhem imobilizace hraje zesitovaci €inidlo, které udrzuje strukturni a funkéni vlastnosti
enzymu. Takovymto bézné pouzivanym c¢inidlem je glutaraldehyd [59].

Metoda je jen ziidka vyuZzivand pro imobilizaci bun¢k, protoze pouzivana ¢inidla pro tvorbu
kovalentnich vazeb jsou obvykle cytotoxicka a je obtizné nalézt podminky, kdy mohou byt
bunky imobilizovany bez poskozeni [50]. Nevyhodou je i skute¢nost, Ze vlivem vzniklé kova-
lentni vazby dochazi ke ztraté enzymové aktivity [70].

Jedna se o dulezitou techniku enzymové imobilizace, protoZe kovalentni vazby obvykle po-
skytuji silng€js$i vazby mezi enzymem a nosi¢em v porovndni s jinymi metodami, jako je napf.

nekovalentni adsorpéni imobilizace [71].

1.5 Metody detekce proteinii a peptida

1.5.1 Primé spektrofotometrické metody

Piima spektrofotometricka stanoveni Ize provadét diky pfitomnosti chromoforti v moleku-
lach proteintl, které absorbuji v UV oblasti spektra. Jde o nedestruktivni metodu a pracuje se
s kiemennymi kyvetami. Chromoforem je peptidova vazba a je zde velka zavislost na amino-
kyselinovém sloZeni proteinu.

Piimé méteni absorbance bilkovin pro jejich kvantifikaci se provadi bud’ pfi 280 nm, nebo
pti 205 nm. V blizké UV oblasti (280 nm) neni velka citlivost, v daleké UV oblasti (205 nm)
pak dochazi ke zna¢né interferenci. Pii méfeni v daleké UV oblasti je nutno precizné volit pufr
(aby neabsorboval), vzorky by mély byt zbaveny malych ¢astic (a tim 1 opalescence) centrifu-
gaci, pokud mozno bez velkého obsahu kysliku. Pfi 205 nm se méfi predevsim Cisté bilkoviny,
protoze pritomnost ostatnich absorbujicich pfimési negativné ovliviiuji pii této vinové délce

vysledky méteni [72; 73].
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Vzhledem k tomu, Ze UV absorpce pfi 280 nm je dana aromatickymi aminokyselinami
(hlavng tryptofan a tyrosin), je nutna jejich pfitomnost. Pfitomnost nukleovych kyselin vSak
vyznamn¢ ovliviiuje vysledky méfeni silnou absorbanci nukleotidii. Tato interference se elimi-
nuje méfenim pii dvou vinovych délkéach zaroven (280 nm a 260 nm) a pocetni korekci podle

rovnice Christiana a Warburga:

¢ [mg-em™] = (1,55 - Azg0) - (0,76 - Azeo) [72]

1.5.2 Kolorimetrické metody

Na rozdil od piimého spektrofotometrického stanoveni lze kolorimetrické metody pouzit
metody pro dany vzorek je zalozen na vlastnich moznostech analyzy a tidi se n¢kolika kritérii,
mezi ktera patii citlivost, interferujici ptimési, délka provedeni, mnozstvi a charakter proteinu,
pozadavek na piesnost i ekonomicka naro¢nost. Vzhledem k tomu, Ze jsou metody zavislé
na sloZeni proteinu, je nutné uvést pouzity standard [72; 74].

Dnes se preferuji spektrofotometrické metody. Kjeldahlova metoda (stanoveni dusiku
po mineralizaci), refraktometrie nebo gravimetrie jsou jiz minulosti.

Vsechny zminéné metody jsou destruktivni, vzorek je pro dalsi analyzu nepouzitelny [72].

Biuretova reakce

Dtikaz peptidové vazby neboli Biuretova reakce je kvalitativni analyza. Jedna se o reakei,
ktera je zaloZena na tvorbé charakteristicky zbarvené komplexni méd’naté soli. Slou¢eniny ob-
sahujici v molekule dvé a vice amidovych nebo peptidovych vazeb (-CO-NH, nebo -CO-NH>)
tvoii s méd'natymi ionty (Cu?*) v alkalickém prostfedi Eervenofialové zbarvené chelatové kom-
plexy, které se méfi pii 540 nm [74].

Reakci neposkytuji jen bilkoviny, ale i jejich §t€pné produkty, peptony a polypeptidy. Odstin
(intenzita) zbarveni produktu je podminén délkou fetézce peptidu, a tedy poctem peptidovych
vazeb. Peptidy se dvéma, ctyfmi a vice zbytky aminokyselin vytvaieji komplex cerveny a tri-
peptidy fialovy. Dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny tuto reakci neposkytuji [75].

Zakladnimi slozkami reagencie jsou octan méd’naty (zdroj Cu?"), jodid draselny (zabrafiuje
autooxidaci Cu?* — Cu*), hydroxid sodny (pro alkalické prostfedi), vinan sodno-draselny

(pro stabilizaci ¢inidla a snizeni tvorby zakalu) a detergent (pro lepsi rozpustnost proteint) [76].
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Nazev reakce je odvozen od ,,biuretu", trivialniho nazvu slouceniny, ktera vznika ze dvou
molekul mocoviny pfi jejim zahtfivani. V této latce je pfitomna amidova vazba analogicka pep-
tidové vazbé v proteinech a jedna se o nejjednodussi slouceninu poskytujici pozitivni reakci
[74].

Hlavni vyhodou této metody je, ze je linearni v Sirokém rozsahu koncentrace bilkovin, za-
roven je vSak ale metoda malo citliva (1-20 mg), tudiz je vhodna pro vzorky s vys$§im obsahem
bilkovin. Interference s touto metodou poskytuje glukosa, amonné sole a nékteré fosfaty [74].

Pro kalibraci metody jsou nutné standardy (BSA, ovalbumin) [76].

Metoda s bicinchoninovou kyselinou

Metoda s bicinchoninovou kyselinou (BCA, 2,2-bichinolin-4,4-dikaroboylova kyselina)
pro stanoveni bilkovin byla predstavena v roce 1985 Paulem K. Smithem. Jedna se o kolorime-
trickou metodu, ktera vyuziva sodné soli kyseliny BCA ke spektrofotometrickému stanoveni
celkovych proteinii. Reakce je zalozena na redukci Cu?* iontu na Cu* iont peptidovou vazbou
a na nasledné chelataci Cu* iontu sodnou soli BCA za vzniku barevného komplexu. Reakce
probihd v alkalickém prostedi. Redukce Cu?* iontu je zplisobena cysteinem, tryptofanem, ty-
rosinem a peptidovymi vazbami [74; 77; 78].

Cinidlo se pfipravuje smisenim roztokt sodné soli BCA v alkalickém prostiedi (100 dilt)
a sulfatu méd’natého (1 dil). VSechna ¢inidla jsou pfi pokojové teploté stabilni 2 roky a pracovni
¢inidlo je stabilni po dobu 24 hodin [77].

Méfeni se provadi pii 562 nm, kdy ma fialova barva vzniklého komplexu své absorpcni
maximum. Rovnéz se ale méfeni muze provadét i pii vinové délce mezi 550-570 nm s mini-
malni (méné nez 10%) ztratou signalu [78; 77]. Vyhodami této metody jsou jeji citlivost, ktera
je na trovni Lowryho metody, avSak je rychlejsi a snaz§i nez Lowryho metoda. Dale mezi
vyhody patii odolnost vii¢i detergentiim, vysoka stabilita ¢inidel a barevného komplexu pfi la-
boratorni teploté. Setkame se vsak i s mensi interferencemi (napf. redukujici sacharidy, amonné
ionty), kdy je nékteré mozné eliminovat selektivnim srazenim bilkovin trichloroctovou kyseli-
nou pied reakci s CBA [74; 77].

Pro kalibraci je nutny standard, kterym je BSA. Linearni pracovni rozsah pro BCA metodu
je od 20-2000 pg/ml [78].
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Lowryho metoda

Tato metoda vylepsuje méné citlivou Biuretovu metodu. Citlivost biuretové reakce je zvy-
Sena ptidavkem Folin-Ciocalteauova fenolového ¢&inidla. Cinidlo obsahuje kyseliny fosfomo-
lybdenové a fosfowolframové, které se redukuji tyrosinovymi zbytky (ale i tryptofanem
a cysteinem) proteint a barvi se modfe. Principem je nejprve provedeni biuretové reakce, kdy
vznikd fialovomodry komplex a pak ptidavek Folinova ¢inidla. Lowryho metoda mnohem vice
zavisi na slozeni proteinu nez Biuretova metoda a je citliva na zmény pH, kdy by se pH reak¢ni
smési m¢lo udrzet v mezich 10-10,5 [74; 77; 79].
tody se pohybuje v rozmezi od 2 do 100 ug. Zbarveni vzniklého komplexu vSak neni v Case
stabilni a zavisi na mnozstvi tyrosinu a tryptofanu. Pro kalibraci jsou nutné standardy (BSA,
ovalbumin). Nevyhodou metody je tizky interval pH reakéni smési, ve kterém je pouzitelna.
Pouziti malych objemil vzorku (relativné vici objemu reakéni smési) umoziuje tuto nevyhodu
odstranit [79; 77]. Latky interferujici s Lowryho metodou jsou aminokyseliny, nékteré pufry,
lipidy, cukry, soli, nukleové kyseliny, sulfhydrylové reagenty, amoniové ionty a thiolové slou-
¢eniny. Tyto latky je nutno pfed méfenim odstranit (napf. vysraZzenim proteinli a naslednou

centrifugaci) [79].

Metoda Bradfordové

Principem metody je adsorpéni vazba barviva Coomassie brilliant Blue v kyselém prostiedi
na molekulu proteinu, kdy dochazi k posunu absorpéniho maxima barviva ze 465 nm
na 595 nm, a tim dochazi i ke zméné barvy roztoku z hnédé na intenzivné modrou. Vzrist ab-
sorbance pii 595 nm mize byt pouzit jako métitko koncentrace bilkovin [80].

Na vazbé se podileji hydrofobni a iontové interakce. Zavisi na obsahu bazickych (zv1asté
argininu), ale i aromatickych aminokyselin. Reagencie pro toto stanoveni obsahuje barvivo
Coomassie brilliant Blue, methanol a kyselinu fosfore¢nou. Jedna se o metodu velmi popularni
diky jeji rychlosti (cca 5 min). Vybarveni reakce je stabilni nejméné hodinu a test je jednodu-
chy, rychly a snadno zautomatizovatelny [81; 80].

Rada latek vsak interferuje, negativné zejména detergenty (SDS, Triton). Nedava tedy tak
spolehlivé vysledky jako obdobné citliva BCA metoda, kde tyto latky nerusi. Citlivost je vyssi
nezu Lowyho a BCA metody (1 pg/ml), linearni kalibrace max. po 20 pg proteinu. Kalibra¢nim
standardem je BSA [77].
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Ninhydrinova metoda po kyselé hydrolyze proteini

Pfi tomto stanoveni jsou proteiny nejprve hydrolyzovany 6% kyselinou sirovou pii 100 °C
na aminokyseliny. Dale jsou hydrolyzaty neutralizovany a aminokyseliny kvantifikovany deri-
vatizaci ninhydridem. Méfeni absorbance probiha pti 570 nm, kdy je kalibra¢nim standardem
leucin. Vétsina proteind, kromé téch, které maji neobvyklé slozeni (napt. vysoky obsah prolinu,
siry nebo sacharidtl), poskytuje pfi pouziti leucinu jako kalibra¢niho standardu uspokojivé vy-
sledky. Jedna se o ¢asové naro¢nou metodu a jednotlivé aminokyseliny pii reakci neposkytuji
stejny ,,barevny vytézek* [74; 82].

Pti stanoveni neinterferuji fenoly a podobné slouceniny jako pfi stanoveni Folinovym ¢ini-
dlem, a dokonce ani baze nukleovych kyselin. Interferuji v§ak amonné ionty, které se ninhyd-
ridem silné barvi. Pokud se pfed hydrolyzou proteiny vysrazi kyselinou trichloroctovou,
amonné ionty zUistanou v supernatantu [74; 82].

Metoda se osvédcuje pii stanoveni proteinti v pevném a suchém materialu, ktery lze ziskat

z rostlin [74].

1.5.3 Fluorescen¢ni stanoveni

Fluorimetrické stanoveni proteint je zaloZeno na reakci primarnich aminoskupin v proteinu
(Lysin, N-koncova aminoskupina) s o-ftalaldehydem. M¢teni probiha po pfidavku hydroxidu
sodného. Kazdy vzorek se méfi pouze jednou, protoze ozafeni snizuje intenzitu fluorescence.
Excita¢ni vlnova délka je pti 340 nm a emise je mezi 440 a 455 nm.

Toto stanoveni rusi pufry s obsahem primarnich aminoskupin (Tris). Nejlépe pouZivanym
pufrem je boratovy pufr o pH 10,4. Citlivost metody mizeme zvysit hydrolyzou proteint pied

méfenim [77; 73].

1.5.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid Chromato-
graphy) je separa¢ni a soucasné¢ analyticka metoda, ktera se vyuziva ke stanoveni koncentrace
proteinii ve vzorku nebo k izolaci jednotlivych slozek smési v kombinaci s dalsimi identifikac-
nimi technikami jako je napf. hmotnostni spektrometrie (MS). Diky spojeni MS s HPLC se
ukazalo, Ze je tato technika vysoce vykonna pro identifikaci a charakterizaci proteinti i v kom-
plexnich smési, a to diky své piesnosti, citlivosti a spravnosti. MS je vedle vlastni identifikace
proteinti vhodna i pro charakterizaci posttranslaénich modifikaci. HPLC je zalozena na rozdilné

distribuci jednotlivych sloZzek mezi stacionarni fazi, kterd je ukotvena uvnitt kolony a mobilni
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fazi, kterd protéka celym systémem. Separované slozky vzorku jsou vnaSeny na zacatek kolony
do proudu mobilni faze a opoustéji ji v potadi, v jakém jsou v kolon¢ zadrzovany. Nejvice za-
drzované¢ slozky opoustéji kolonu jako posledni, naopak nejméné zadrzované slozky jako prvni.
Citlivost metody zavisi na volb¢ pouzitého detektoru a pohybuje se v rozmezi od pg/ml az
ng/ml [83; 80].

Nejcastéji vyuzivanymi typy k separaci jsou iontové-vyménna chromatografie a chromato-
grafie na obracené fazi. Iontové-vyménna chromatografie je zalozena na vratné vymeén¢ iontd
mezi mobilni a stacionarni fazi, tedy na mnozstvi nabitych skupin v molekule, kdezto chroma-

tografie na obracené fazi zavisi na celkové polarité¢ molekuly [83].

1.5.5 Diskontinuilni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) je elektroforetickda metoda pouzivana
k separaci proteini podle jejich velikosti (rozdilné relativni molekulové hmotnosti, udava se
v kDa). Elektroforézu lze vyuzit i jako soucast vicerozmérné analyzy ke kvalitativnimu stano-
veni bilkovin metodou Westernblottingu, kde je nutny pfedstupen separace.

Principem elektroforézy je rozdilna migrace proteint, nebo jinych makromolekul nesoucich
elektricky naboj v gelu ve stejnosmérném elektrickém poli. Jedna se o metodu srovnavaci.
Pro srovnavani pouzivame vhodné proteinové standardy neboli markery o znamé molekulové
hmotnosti [84; 85]. PAGE se pouziva v kombinaci s dodecylsulfatem sodnym (SDS), ktery se
ptidava ke vzorku proteinu. SDS je detergent, pevné se vaZe k proteinu, denaturuje ho a méni
jeho tvar. Negativni naboj navazaného SDS piekryva vlastni naboj proteinu a udéluje mu tak
negativni naboj. Proteiny pak putuji k anodé [85; 84]. Na obrazku 6 je znazornén ucinek SDS

na proteiny.

Obriazek 6: Znazornéni uc¢inku SDS na proteiny [84].

Separace proteint se nejcastéji provadi v polyakrylamidovém gelu (obrazek 7), ktery je
vhodny pro separaci proteind o molekulové hmotnosti 5-250 kDa. Gely jsou vytvoreny poly-
meraci akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu, a Ize je vyrobit v riznych koncentracich

a o riznych velikostech pért. Velikost pora urcuje pomér slozek akrylamidu a bisakrylamidu
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v gelu. Pory v gelu se se vzristajici koncentraci akrylamidu zmensuji. Porositu Ize zvolit podle
ocekavaného spektra latek a prida-li se ke vzorku bilkovin merkaptoethanol, redukuji se tak
disulfidické vazby a je mozné ur¢it napt. molekulovou hmotnost podjednotek bilkoviny [84].
Pohyblivost proteinti v gelu ovliviiuje fada faktort, jako je velikost, tvar, hustota naboje
a koncentrace akrylamidu, kdy se vzrustajici koncentraci pohyblivost klesa. Malé proteiny ces-
tuji akrylamidovym gelem rychleji, proteiny o velké molekulové hmotnosti se pohybuji smérem

k anodé pomaleji [84].
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Detekce rozdé€lenych proteini na gelu se provadi pomoci barveni gelli, kdy nejbéznéjsimi
zpusoby jsou barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue, dusi¢nanu stiibrného nebo fluorescen-
¢nimi barvami. Zcela vyjimeéné se vyuziva i negativni barveni chloridem méd’natym [84].

Pii barveni Coomassie Brilliant blue se gely ponofii do roztoku obsahujiciho alkohol a bar-
vivo zvané Coomassie modi (Coomassie brilliant blue). Proteiny jsou v tomto roztoku jednak
denaturovéany a tim 1 fixovany a jednak se vytvareji komplexy barvivo-protein. Piebytek bar-
viva se odstrani vymyvanim gelu kyselym roztokem, nebo elektroforetickym odbarvenim.
Timto zplsobem se daji detegovat mikrogramova mnozstvi rozdélenych proteint.

Citlivejs$i metodou je barveni stiibrem, kdy je mozno detegovat az 0,1 ng proteinu v jednom
prouzku. Je popsana celé fada postupii, VSechny jsou vSak zaloZeny na principu redukce stiibr-
ného iontu na kovové stiibro formaldehydem v alkalickém prosttedi uhli¢itanu sodného. Piesny
mechanismus reakce s peptidovymi fetézci ale neni znam. Po elektroforetické separaci a bar-
veni je nasledné moZzné gely po pieneseni do elektronické podoby kvantitativné vyhodnocovat

denzitometricky [74].
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1.5.6 Isoelektricka fokusace

Jedna se o variantu elektroforézy, kde je podplirnym médiem polyakrylamidovy gel obsahu-
jici smés amfolyti. Amfolyty jsou polymery o nizké molekulové hmotnosti vytvarejici v gelu
gradient pH [85]. Uspofadani isoelektrické fokusace je zobrazeno na obrazku 8.

Isoelektricka fokusace je zalozena na pohybu proteint gelem, kdy jsou vystaveny gradientu
pH. Zménou pH se méni iontovy naboj, ktery proteiny nesou. Pohyb proteint se zastavi, dosta-
nou-li se do oblasti takového pH, pii kterém nemaji zddny naboj tzv. izoelektricky bod. 1zo-
elektricky bod je charakteristickou vlastnosti proteinti. Proteiny jsou soustiedény (fokusovany)
do uzké zony (odpovidajici rozmezi az 0,01 pH) kolem svého izoelektrického bodu, coz se

projevi velmi ostrymi prouzky, které jsou pokladany za vyhodu této metody [74; 85].
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Obrazek 8: Znazornéni uspofadani isoelektrické fokusace [86].

1.5.7 Imunochemické metody detekce

Westernblotting

Western blotting (imunoblotting, protein blotting) je citliva imunologicka metoda pro de-
tekci elektroforeticky oddélenych proteini (obrdzek 9). Metoda se pouziva pro kvalitativni
nebo semikvantitativni detekci uréitého proteinu ve vzorku. Tato technika byla rozvijena neza-
visle n€kolika skupinami v roce 1979 a pozdé¢ji byla nazvana "western blotting" kviili jeji ana-
logii k jiznimu (southern blotting) a severnimu (northern blotting) blotovani [87; 88].

Charakteristickym znakem je pfenos komplexniho proteinového vzoru, ktery byl rozdélen
SDS-PAGE na pevny podklad, ktery slouzi jako nosi¢ pro vSechny nasledné imunochemické

reakce. Pevnym podkladem miZze byt napt. nitrocelul6zova nebo polyvinylidendifluoridova
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(PVDF) membrana. Detekce proteinii pienesenych na membrané probiha prostfednictvim pri-
marnich protilatek, kdy se vznikly imunokomplex vizualizuje vazbou znacené sekundérni pro-
tilatky nebo znaceného proteinu. Pfitomnost sekundarni protilatky je detekovéana fluorescenc¢né,
nebo chemiluminiscenéné, a to v zavislosti na znaceni, které sekundarni protilatka nese. Veli-
kost signalu je vyhodnocovana srovnanim s nanesenym proteinovym markerem, coz je ko-
mer¢n¢ dostupna smés proteinti o znamé velikosti [87; 88].

Mezi vyhody této metody patii snadnéjsi detekce proteinu a zabranéni nespecifickym inter-
akcim. Western blotting nalezl dilezité klinické aplikace pii autoimunitnim onemocnéni, aler-

gii, infekénim onemocnénim a dal§im [87; 88].
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Obrazek 9: Znazornéni metody Western blottingu [88].

ELISA

ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) je jednou z nejpouzivanéjsich imuno-
logickych metod slouzicich k detekci protilatek. Princip této metody je zndzornén na obrazku
10. Metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce a lze s ni detekovat i1 antigen. ELISA
vyuziva dvou zékladnich vlastnosti imunglobulintl, a to schopnost se vazat na povrch plastl
a schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul [89].

Pro prikaz specifickych protildtek a antigeni existuje fada rliznych modifikaci testu,
vSechny jsou vSak zalozené na specifické interakci protilatky s antigenem, kdy jsou antigen
nebo protilatka znacené enzymem. Navazani enzymu se pak zndzorni reakci se substratem
za vzniku barevného produktu. Vysledna detekce je podle druhu substratu pro dany enzym fo-

tometricka (napt. ELISA), fluorometricka (FEIA) nebo luminometricka (LEIA). Oproti jinym
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imunologickym metodam je ELISA mnohem pfesnéjsi a je povazovana za vysoce Citlivou
a specifickou [89; 90].

Zakladnimi slozkami testu jsou antigen a protilatka, které jsou bud’ detekovany ve vzorku,
nebo znamé a komerc¢né piipravované. Dale konjugat, kdy se jedné o protilatku proti protilatce,
na kter¢ je navazany enzym a substrat, coz je chemicka latka, kterd reaguje s enzymem a zpti-
sobi tak barevnou zménu. Nejcastéji pouzivanym enzymem je peroxidasa, nebo alkalické fos-
fatasa [89; 91].

Pii prikazu protilatky je pevna faze, kterou je napf. jamka polystyrenové desti¢ky, pokryta
antigenem. Do jamky desti¢ky je pfidan vySetifovany vzorek obsahujici specifické protilatky.
Po promyti je pfidan jesté¢ enzymem znaceny antiglobulin (antisérum), coz je zvifeci protilatka
proti lidskému imunoglobulinu, tzv. konjugat. Po dal$im promyti je aplikovan substrat. Dojde
ke vzniku barevné reakce. Intenzita vysledného zbarveni koneéného produktu je ptimo tmérna
koncentraci hledané protilatky. Pomoci kalibracni kiivky sestrojené ze standardnich vzorku se
odecitaji ptislusné hodnoty v neznamém vzorku. Hodnoceni Ize provést i pomoci cut-off stan-
dardu, tzv. indexu (pomér absorbance vzorku k absorbanci cut-off standardu). Cut-off je lidské
sérum obsahujici protildtky v hrani¢nich koncentracich. V nékterych ptipadech se provadi
pouze hodnoceni kvalitativni [90].

Metoda se nejcastéji pouziva pro stanoveni specifickych protilatek u fady infekénich one-

mocnéni [90].
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Obriazek 10: Znazornéni principu ELISA testu [91].
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1.6 In vitro studie uvoliiovani lé¢iv z nanosystému

V poslednich letech vzrista zdjem o vyuziti nanomateriall jako nosict 1é¢iv, a to predevsim
diky vyhodam, které jsou témto materidliim pfisuzovany. Polymerni nanoc¢asticové systémy
jsou pro dodavani 1é¢iv schopné lokalniho a trvalého podavani, usnadiuji zlepseni terapeutic-

kého indexu 1é¢iv, jsou schopny kontrolovat uvoliiovani 1é¢iva apod. [92; 93].

Jednim z nejvice studovanych parametrti pfi vyvoji nanoc¢astic s imobilizovanym lé¢ivem je
in vitro hodnoceni uvoliiovani 1é¢iva z polymerniho nosi¢e. Rizeného uvoliiovani 1é¢iv z poly-
mernich systémi se typicky dosahuje regulaci rychlosti biodegradace polymeru a difuze 1é¢iva
z polymerni matrice. U polymernich systémi se uvoliiovani 1é¢iva typicky vztahuje k tomu, jak
jsou molekuly léCiva transportovany z vychozi pozice v polymernim nosi¢i na vn&jsi povrch
nosice a nakonec, jak jsou uvoliovany do okolniho prostredi [92; 93]. K uvoliiovani 1é¢iv mize
dochazet pomoci dvou hlavnich mechanismul, a to difiizi nebo eroznim mechanismem, které
jsou znazornény na obrazku 11 [94]. Systémy fungujici na principu difuze uvolfiuji aktivni latku
na zaklad¢ rozdilt koncentraci uvniti a vné¢ polymerni matrice. Dalsi Sifeni uvolnéné latky je
ovlivnéno jeji rozpustnosti a difuzivitou v zavislosti na vlastnostech aktivni a¢inné latky a po-
lymernim nosi¢em [93; 94]. Naproti tomu, princip eroze spociva v postupném uvoliiovani ak-
tivni latky do okolniho prostfedi pomoci rozpadu polymeru, ke kterému dochazi v disledku
ptitomnosti hydrolyticky nebo enzymaticky $té€pitelné vazby. Erozi je mozné rozd¢lit do dvou
skupin, a to na objemovou a povrchovou. Objemova eroze nastava, kdyz je prinik vody do po-
lymeru rychlejs$i nez eroze povrchu polymeru. Dochézi tak spiSe k rychlému a nezadoucimu
uvolnéni aktivni latky pfi celkovém rozpadu polymerniho nosice. O povrchovou erozi se jedna
v ptipad¢, kdy je rychlost degradace povrchu vyssi nez rychlost difize vody do polymeru. Ta-
kova eroze je Zadouci, a to z ditvodu, Ze je mozné tidit rychlost uvoliiovani pomoci velikosti

povrchu ¢astic [93; 94].

Uvolnovani 1é€iv z polymernich nanoc¢astic zavisi na nékolika faktorech, jako napftiklad
na zpusobu piipravy a velikosti nanocastic, mnozstvi enkapsulované latky a reakénich podmin-

kach (teplota, iontova sila, pH) [93].
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Obrazek 11: Znazornéni difizniho a erozniho uvoliiovani aktivnich latek z nanocastic [94].

In vitro hodnoceni uvolfiovani 1é¢iva je u¢innym nastrojem ve vyvoji novych produktt, po-
skytuje informace o chovani Iékové formy a vyuziva se 1 pro posouzeni u¢innosti a bezpecnosti
1éku. Tento parametr je také dulezity jako prostfedek na podporu stanoveni bioekvivalence me-
todami in vivo. Obecné jsou in vitro studie uvoliovani provadény pii fyziologické teploté
(37 °C), ale v nektery piipadech bylo uvoliiovani zkoumano i pfi zvySenych teplotach pro cha-
rakterizaci uvoliiovani 1é¢iva z riznych 1ékovych forem [93]. Pro stanoveni tohoto parametru
nebyly vyvinuty zadné oficialni metody, ani nebylo dosazeno shody o nejlepsi metodé, ktera
by méla byt pro toto hodnoceni pouzita. Vybér metody zavisi na mnozstvi a chemické povaze
1¢ku. DulezZitou roli hraje také pozadovana citlivost a specifita stanoveni, 1 Casova a finan¢ni
naroc¢nost. Pouzivaji se rizné techniky, jako je napf. UV-VIS spektroskopie nebo HPLC,

¢i elektromigra¢ni nebo imunoanalytické metody [93; 95; 96].
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2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zavést metodu entrapmentu vybraného proteinu do chitosanovych na-
nocastic, dale pfipravit chitosanové nanocastice a nanovlakna s vazanym proteinem riznymi
metodami a pomoci technik analytické chemie sledovat u¢innost vazby vybraného proteinu
na nanomaterialy. Porovnanim vysledkt ucinnosti vazebnych technik modelového proteinu
na nanomaterialy byla vybrana vhodna metoda a material pro vazbu lidského rekombinantniho
epidermélniho ristového faktoru na nanomaterialy a byla sledovana mira uvolnéni faktoru z na-

nomaterialu v case.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky

e Analytické vahy Kern ABT-220-5DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, G6ttingen, Némecko)

e Analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Instrument, software 7.03 (Malvern Instrument
Ltd., Velka Britanie)

e Analyzator Z-potencialu a velikosti ¢astic HORIBA se softwarem SZ-100 (HORIBA
Ltd, Horiba France SAS, Francie)

e Aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Her-
cules, CA USA)

e Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

e Jednorazové kyvety polystyrenu, Brand P-Lab

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

e Magnetické michadlo Big Squid (IKA-WERKE, Némecko)

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

e Mini-rotator Biosan Bio-RS-24 (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty ame-
rické)

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

e Stanice pro produkci deionizované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

e Spektrofotometr Labsystems Multiskan RC (Labsystems Diagnostics Oy, Helsinki
Vantaa, Finsko)

e Termostat INCU-Line (VWR International Ltd, Lutterworth, Leicestershire, Velka Bri-
tanie)

e Tiepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

e Ttepacka Mini-Rocker MR-1 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojen¢ staty
americké)

e Ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)
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Bézné laboratorni pomiicky — laboratorni sklo (kadinky, odmérné nadoby, odmérné
valce), 1ékovky s vickem a gumovymi uzavéry, mikrozkumavky Eppendorf, mikropi-
pety Eppendorf a Biohit, mikrotitracni desticky, délené Petriho misky, plastové nadoby

(vice velikosti), plastové pinzety

3.2 Reagencie a chemikalie

3.2.1

Pouzité nanovlakna

Pouzitd nanovldkna z chitosanu byla pfipravena technikou elektrospinningu s pouzitim

struny (Nanospider™) a poskytnuta Ing. M. Munzarovou ze spole¢nosti Nanovia s.r.o. [97].

Oznaceni vzorku: 2013-1

Datum pfipravy: 2013

Hmotnost vzorku: 20 g materialu na 1 m?

Zpisob sitovani: teplem pii 130 °C po dobu 1 hodiny
Podkladovy material: modry polypropylen spunbond

Pouzité reagencie a chemikalie

Albumin from chicken egg white, A7641, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO USA)
Sodium tripolyphosphate (tripolyfosfat sodny, TPP) - Mr = 367.86, NasO10P3, Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

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

Akrylamid — Mr = 71.08, C3sHsNO, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
N,N’-methylen-bis-akrylamid, Mr = 154.17, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené
staty americké)

N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt (sulfo-NHS) — Mr = 217.13, C4sHsNNaOsS,
56485-1G, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) - Mr = 191.70,
CgH17N3s-HCI, EC 247-361-2, E6383-1G, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty

americke)
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (CsH11NO3) p.a., Lachema a.s. (Neratovice, Ceské
republika)

Dodecylsulfat sodny (SDS) - Mr = 288,37, NaC12H25SO4, Lachema a.s. (Neratovice,
Ceska republika)

Persiran amonny p.a. — Mr = 228.18, (NH4)2S20s, Lachema a.s. (Neratovice, Ceska re-
publika)

N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) - Mr = 116.24, Ce¢HisN2, Sigma-Al-
drich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

Glycin—Mr =75.07, CoHsNO», Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)
Bio-Safe Coomassie G-250 Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

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

Kyselina chlorovodikova — Mr = 36,46, HCI, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska re-
publika)

Octan sodny p.a. (bezvody) - Mr = 82,04 g/mol, CH3COONa, Penta s.r.o. (Chrudim,
Ceska republika)

Kyselina octova 99% p.a. — Mr = 60,05 g/mol, p = 1,055 g/cm®, CH3COOH, Pentas.r.o.
(Chrudim, Ceska republika)

Chlorid draselny p.a. - Mr = 74,55, KCI, Penta s.r.o0. (Chrudim, Cesk4 republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a. - Mr = 358,14 g/l, Na2HPO4 - 12 H>0,
Penta s.r.0. (Chrudim, Ceska republika)

Sodium dihydrogenphosphate dihydrate (Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat) —
Mr = 156,01 g/I; 1 M NaH2POy4 - 2 H,0, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)
Sodium chloride G.R. (chlorid sodny) - M = 58,44 g/mol, NaCl, Lach-Ner, s.r.o. (Ne-
ratovice, Ceska republika)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny — M = 136,09 g/mol, KH2POg4, Lach-Ner, s.r.o. (Nera-
tovice, Ceska republika)

Chlorid vapenaty bezvody — Mr = 110,9 g/l, CaCla, Penta s.r.o. (Chrudim, Ceska repub-
lika)

Chitosan (deacetylated chitin, Poly(D-glucosamine) — low molecular weight, Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

Alginic acid sodium salt (alginat sodny, algin, sodium alginate) - Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, Spojené staty americké)
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e HEPES (N-2Hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesulfonic Acid) - pak = 7,5 at 25 °C,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

e Tricin — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

e Epidermalni rustovy faktor (recombinant epidermal growth factor, EGF) - Prospec-

Tany Technogene Ltd. (East Brunswick, Spojené Staty Americké)

3.3 Zachyceni ovalbuminu do chitosanovych nanocastic

Principem pfipravy chitosanovych nanocastic s ovalouminem (OVA) bylo zachyceni neboli
entrapment ovalbuminu (OVA) v prubéhu tvorby nanocastic ionotropnim gelovaténim chi-
tosanu (CS) jako polykationtu, s anionty tripolyfosfatu (TPP). Metoda byla upravena podle
[98].

Poudité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e 2,28 mM roztok TPP - 0,84 mg/ml v deionizované vodé

e 25 mM acetatovy pufr pH 5,2

e 0,2% roztok chitosanu, 0,1 g chitosanu rozpustén v 50 ml 25 mM acetatového pufru pH
5,2 a dano na magnetické michadlo na 16 hodin

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml ve 25 mM acetatovém pufru pH 5,2

e Roztok 1 M kyseliny octové
Postup

Na magnetickém michadle bylo k 0,2% roztoku chitosanu v objemu 1,144 ml ve sklenéné
1ékovce ptidano 0,5 ml roztoku OVA obsahujiciho 0,150 mg nebo 0,250 mg nebo 0,5 mg OVA.
K roztoku byl pomalu pfikapavan v objemu 0,822 ml za stdlého michdni roztok TPP. Smés
byla nasledn¢ inkubovéana po dobu 2 hodin na magnetickém michadle pti laboratorni teploté.

Touto metodou byly pfipraveny 3 mg ¢astic s ovalbuminem.

Po inkubaci bylo ze suspenze ¢astic o objemu 2,466 ml odebrano 2x po 1 mg Castic ke sta-
noveni koncentrace proteinu zachyceného do nanocastic. Z takto odebranych vzorkt bylo dale

jesté odebrano 250 pg castic, které byly uchovany pii 4 °C v acetatovém pufru o celkovém
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objemu 1,5 ml pro analyzu hydrodynamické velikosti ¢astic (DLS) na pfistroji Malvern Instru-
ment. Ve zbylych celkem 2x 750 ug ¢astic byla stanovena koncentrace zachyceného proteinu
metodou BCA. Dale byla metodou BCA ze zbyl¢ suspenze ¢astic (1,026 ml) nepiimo stanovena
koncentrace proteinu v roztoku po vazbé a promyvacich frakcich, kdy byly ¢astice promyty 3x
1,5 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3. S promyvanim vzdy probihala i centrifugace (5 minut,

5000 otacek za minutu), aby bylo mozné oddélit promyvaci frakce od Castic.

3.3.1 Hodnoceni G¢innosti zachyceni ovalbuminu

U vSech vzorkli nanocastic s ovalbuminem byla vypocitana ¢innost vazby a vazebna kapa-
cita nosic¢e [31]. Tyto parametry byly vypocteny nepiimym zplisobem ze stanoveni proteinu
Z roztokd, pomoci testu BCA. Uéinnost entrapmentu vyjadiuje procento hmotnosti proteinu za-
chyceného v polymernim nosici ve vztahu k po¢ate¢nimu mnozstvi vlozeného proteinu (rov-
nice 1). Kapacita nosi¢e udava procento hmotnosti proteinu, ktery je zachycen v nanovlaknech

nebo nanocasticich (rovnice 2).

celkovy vloZeny protein—nenavazany protein po vazbé

Utinnost entrapmentu (%) = -100 (1)

celkovy vloZeny protein

. ‘v ug vlozeného proteinu— pg nenavazaného proteinu
Kapacita nosice = 2
p (Hg) mg CS nanovldken / nanocastic v suchém stavu ( )

3.4 Sledovani uvolfiovani proteinu z pripravenych nanoc¢astic
Metoda sledovani uvoliiovani proteinu byla pievzata a upravena podle [98; 99].
Pouzité roztoky

e PBS pufrpH 7,4
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 5,5

e 2,28 mM roztok TPP - 0,84 mg/ml v deionizované vodé
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e 0,2% roztok chitosanu, 0,1 g chitosanu rozpustén v 50 ml 25 mM acetatového pufru pH
5,2 a dano na magnetické michadlo na 16 hodin
e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml ve 25 mM acetatovém pufru pH 5,2

e Roztok 1 M kyseliny octové

Postup

Z roztoku nanocastic se zachycenym proteinem (0,25 mg a 0,5 mg OVA) ptipravenych me-
todou ionotropniho gelovaténi byl odebran objem s obsahem 4 mg ¢astic. Vzorky castic byly
ptipraveny v tripletu a centrifugovany 5 minut pii 5 000 otackach za minutu. Po centrifugaci
byl odstranén supernatant, ktery byl uschovan pro stanoveni koncentrace proteinu metodou
BCA. Castice byly nasledné resuspendovany do 1 ml PBS pufru o pH 7.4 a inkubovéany za mir-
ného tiepani pti 37 °C (0,5 mg OV A), anebo pii laboratorni teploté za mirného otaceni (0,25 mg
OVA) anebo byly ¢astice resuspendovany v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 5,5 a inkubovany
za mirného tiepani pti 37 °C (0,5 mg OVA). Supernatant (1 ml) byl odebiran v ¢asovych in-
tervalech - 15 a 45 minut, 2, 4, 24, 48 a 72 hodin v¢etn¢ centrifugace (5 minut, 5000 otacek za

minutu). Poté byly ¢astice znovu resuspendovany do 1 ml ptislusného pufru.

Mnozstvi uvolnéného proteinu ve frakcich bylo stanoveno metodou BCA. Protein byl sta-

noven ve vazebném roztoku pted vazbou a v roztoku po vazbé do nanocastic.

3.5 Karbodiimidova vazba ovalbuminu na chitosanova nanovlakna

Imobilizace ovalbuminu na nanovlakna byla provedena karbodiimidovou metodou. Byl po-

uzit postup pro jednokrokovou metodu a metoda byla provedena v tripletu podle [43].
Pouzité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

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

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

e Roztok sulfo-NHS - 1,25 mg sulfo-NHS v 200 ul 0,1M fosfatového pufru pH 7,3, roz-
pustény tésné pred vazbou

e Roztok EDC - 7,5 mg EDC v 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3, rozpustény tésné

pted vazbou
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Postup

Zvazeny vzorek nanovlaken (3x) o rozmérech 1,5x1,5 cm byl 1x promyt 0,1 M fosfatovym
pufrem o pH 7,3. Poté bylo k nanovlakniim v rychlém sledu pfidano 200 pl roztoku EDC,
200 pl roztoku sulfo-NHS a po rychlém promichani 500 ul roztoku ovalbuminu (0,5 mg). Re-
akéni smés byla doplnéna na celkovy objem 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,3 a inkubo-

vana za mirného otaceni 16 hodin (ptes noc) pii 4 °C.
Po inkubaci byla nanovlakna s imobilizovanym proteinem promyta:

e 3x1mlO0,1M fosfatového pufru pH 7,3; (kazdy mililitr byl jiman zv1ast’)
e 1x 1 mlO0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 s 1 M NaCl

Pro stanoveni koncentrace proteinu na vzorku nanovldken byla provedena metoda BCA.
Soubézné s kovalentni vazbou byl jako slepy vzorek pfipraven vzorek nanovlaken s proteinem

bez pridanych EDC a Sulfo-NHS.

3.6 Karbodiimidova vazba ovalbuminu na chitosanové nanocastice
Poudité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

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

e Roztok sulfo-NHS - 1,25 mg sulfo-NHS v 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3, roz-
pustén tésné pred vazbou

e Roztok EDC - 7,5 mg EDC v 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3, rozpustén tésné
pred vazbou

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

e 2,28 mM roztok TPP - 0,84 mg/ml v deionizované vodé

e 25 mM acetatovy pufr pH 5,2

e Roztok 1 M kyseliny octové
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Postup

Chitosanové nanocastice byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu s ani-
onty TPP podle metody 3.3. Nanocastice (4 mg) byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 5 000
otackach za minutu. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a nanocastice byly promyty
1x 1 ml deionizované vody a znovu centrifugovany s odstranénim supernatantu. Experiment

byl proveden v dubletu.

K nanocasticim bylo v rychlém sledu piidano 200 pl roztoku EDC, 200 pl roztoku sulfo —
NHS a po rychlém promichani 500 pl roztoku ovalbuminu (0,5 mg). Reakéni smés byla dopl-
néna na celkovy objem 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,3 a inkubovana za mirného

otaceni 16 hodin (pfes noc) pii 4 °C.

Po inkubaci byly nanocastice s imobilizovanym ovalbuminem centrifugovany a promyty:

e 3x1mlO0,1M fosfatového pufru pH 7,3
e 1x 1 mlO0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 s 1 M NaCl

Stanoveni mnozstvi imobilizovaného proteinu na nanoc¢ésticim bylo provedeno metodou

BCA.

3.7 Adsorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna

Podminky adsorpce ovalbuminu na nanovlakna byly odvozeny z karbodiimidové vazby, bez

pouziti aktiva¢nich ¢inidel.
Poucité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
Postup

Zvazeny vzorek nanovlaken (3Xx) o rozmeérech 1,5x1,5 cm byl 1x promyt 0,1 M fosfatovym

pufrem o pH 7,3. Poté bylo k nanovlakniim piidano 500 pul 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3
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a 500 pl roztoku ovalbuminu (0,5 mg). Reakéni smés byla inkubovana za mirného otaceni
16 hodin (pfes noc) pii 4 °C.

Stanoveni koncentrace sorbovaného ovalbuminu na vzorku nanovlaken a v supernatantech

bylo provedeno metodou BCA.

3.8 Adsorpce ovalbuminu na chitosanové nanocastice
Poucité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
Postup

Vzorky chitosanovych nanocastic (4 mg) byly promyty 1x 1 ml deionizované vody. Na-
sledné byly nanocéstice centrifugovany (5 minut, 5000 otacek za minutu), byl odstranén super-
natant a Castice byly 1x promyty deionizovanou vodou. Poté bylo k nano¢asticim piidano
500 ul 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3 a 500 ul roztoku ovalbuminu (0,5 mg). Reakéni smés
byla inkubovana za mirného otaceni 16 hodin (pies noc) pii 4 °C. Vse bylo provedeno v dub-

letu.

Pro stanoveni koncentrace sorbovaného proteinu na nanocasticich metodou BCA byly ucho-

vany 1 vazebné roztoky a roztoky po vazbé.

3.9 Zapouzdreni chitosanovych ¢astic s ovalbuminem do alginatu sodného

Nanocastice se zachycenym proteinem piipravené metodou ionotropniho gelovaténi byly
Vv dal$im kroku smichdny s 1% roztokem alginatu sodného v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,3.
Nanocastice potazené alginatem sodnym byly déle resuspendovany do vodného roztoku CaCl;
(0,524 mmol/l, pH 7,0) na podporu zesiténi a stabilizaci alginatové vrstvy na povrchu nanocas-

tic s proteinem. Metoda byla ptevzata a upravena podle [98; 31].
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Poucité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e 2,28 mM roztok TPP - 0,84 mg/ml v deionizované vodé

e 25 mM acetatovy pufr pH 5,2

e 0,2% roztok chitosanu, 0,1 g chitosanu rozpustén v 50 ml 25 mM acetatového pufru pH
5,2 a dano na magnetické michadlo na 16 hodin

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml ve 25 mM acetatovém pufru pH 5,2

e 1% roztok alginatu sodného v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

e 50 mM HEPES pufr pH 7,4 s 0,524 mM CaCl;

e 0,524 mM roztok CaClz pH 7 v deionizované vodé

e Roztok 1 M kyseliny octové

Postup

Chitosanové nanocastice s ovalbuminem byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi
podle kapitoly 3.3. Ze suspenze ¢astic s ovalbuminem byl odebran aliquot nanocastic (2 mg),
ktery byl centrifugovan 5 minut pii 5000 otackach za minutu. Cely supernatant byl odebran
a ¢astice byly promyty 1x v 1 ml deionizované vody. Poté byly ¢astice doplnény do 0,5 ml
0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,3. Suspenze ¢astic byla nasledné pomalu ptikapavana za sta-
1ého michani na magnetickém michadle a laboratorni teploté k 0,5 ml 1% roztoku alginatu sod-
ného rozpusténého v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,3 (5 mg/0,5 ml) v 1ékovce. Inkubace pro-
bihala za stalého michani po dobu 20 minut. Po inkubaci byla suspenze centrifugovéana
(5 minut, 5000 otacek za minutu). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a ¢astice byly pro-
myty deionizovanou vodou, aby doslo k odstranéni pfebytecného alginatu sodného. Poté byly
¢astice doplnény do 1 ml 0,524 mM CacCl; v deionizované vod¢. Po 10 minutach v klidu bylo
ze suspenze ¢astic odebrano 2x 0,250 mg ¢astic, Castice byly doplnény do 1,5 ml deionizovanou

vodou a byla zméfena hydrodynamicka velikost ¢astic (DLS) na ptistroji Horiba.

V supernatantech po zapouzdieni ovalbuminu do nanoéastic a po zabaleni nanocastic do 1%
roztoku alginatu sodného bylo provedeno stanoveni koncentrace uvolnéného proteinu z nano-
¢astic metodou BCA. Vysledné hodnoty jsou prumérem z dubletu a metoda byla provedena

také s nanocasticemi bez zachyceného ovalbuminu.

61



3.10 Zachyceni epidermalniho rustového faktoru do nanocastic
Metoda byla pievzata a upravena podle [14; 100].
PouZité roztoky

e 2,28 mM roztok TPP - 0,84 mg/ml v deionizované vodé

e 0,2% roztok chitosanu, 0,1 g chitosanu rozpustén v 50 ml 25 mM acetatového pufru pH
5,2 a dano na magnetické michadlo na 16 hodin

e Roztok 1 M kyseliny octové

e Zasobni roztok EGF o koncentraci 1 mg/ml v deionizované vodé

e 25 mM acetatovy pufr pH 5,2

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

Postup

Metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu s anionty TPP byly pfipraveny nanocastice se
zachycenym EGF. Na magnetickém michadle bylo k 0,2% roztoku chitosanu v objemu 1,3 ml
ve sklenéné 1ékovce pfidano 0,5 ml roztoku EGF obsahujiciho 0,150 mg nebo 0,250 mg EGF.
Nasledné byl ke smési pomalu ptikapavan v objemu 0,9 ml roztok TPP za stalého michani.
Smés byla inkubovana 2 hodiny na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté. Takto bylo
pfipraveno 3,356 mg ¢astic s EGF. Vzorky byly pfipraveny v tripletu. Ze suspenze ¢astic bylo
odebrano 0,250 mg c¢astic pro analyzu hydrodynamické velikosti ¢astic (DLS) na pfistroji

Horiba.

3.11 Sledovani uvoliovani epidermalniho ristového faktoru z pripravenych

nNanocastic
Pouzité roztoky

e PBSpufrpH74
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
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Postup

Nanocéstice (3 mg) se zachycenym proteinem (0,150 mg a 0,250 mg) byly separovany z roz-
toku za pouziti centrifugace 5 minut pii 5 000 otacek za minutu. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant, ktery byl uschovan pro stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA. Dale byly
nanocastice resuspendovany do 1 ml PBS pufru o pH 7,4 a inkubovéany za mirného tiepani pti
37 °C. Supernatant (1 ml) byl odebiran v ¢asovych intervalech - 15 a 30 minut, 1, 3, 24, 48, 72
a 96 hodin vcetné centrifugace (5 000 otacek za minutu). Poté byly ¢astice znovu resuspendo-

vany do 1 ml PBS pufrem o pH 7.,4.

Ve frakcich byla sledovéana koncentrace uvolnéného proteinu metodou BCA. Pomoci me-
tody BCA byla také sledovana koncentrace proteinu ve vazebném roztoku a v roztoku po vazbé.

Vypoctené hodnoty jsou primérem z dubletu.

3.12 Stanoveni koncentrace proteinu bicinchoninovou metodou

Bicinchoninova metoda neboli metoda BCA, je kolorimetrickd metoda vyuzivajici sodné
soli bicinchoninové kyseliny ke spektrofotometrickému stanoveni proteinti. Principem stano-
veni koncentrace ovalbuminu na ¢asticich/nanovlaknech bylo spektrofotometrické stanoveni
vzniklého fialovomodrého komplexu, ktery vznika redukci Cu?* iontu na Cu* iont peptidovou
vazbou proteinu a naslednou chelataci Cu* iontu sodnou soli bicinchoninové kyseliny (viz ka-

pitola 1.5.2). Pouzity postup byl pievzat z Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit.
Pouzité roztoky

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

3.12.1 Priprava kalibra¢ni zavislosti koncentrace ovalbuminu

Postup

Kalibrac¢ni fada o koncentracich 200; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1; 0,5 a 0 pg proteinu do 1 ml byla
pfipravena z OVA (zasobni roztok 2 mg/ml) dle tabulky ¢. 1. K pfipravé roztoku OVA byl

navazen 1 mg OVA a rozpustén v 0,5 ml fosfatového pufru o pH 7,3. Piipravené kalibra¢ni
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roztoky v mikrozkumavkach byly pipetovany po 150 ul do mikrotitra¢ni desticky. Déle bylo
ptfidano 150 pl BCA roztoku. BCA roztok byl pfipraven z reagencii v BCA kitu (25 dila rea-
gencie A, 24 dilt B a 1 dil reagencie MC). Ve bylo pfipraveno v dubletu a inkubovano po dobu
2 hodin pi1 37 °C. Nasledné byla na spektrofotometru Multiscan zmétfena absorbance

pti 570 nm.

Tabulka 3: Pfiprava kalibra¢ni fady pro BCA metodu.

0,1 M Fosfatovy OVA 2 mg/ml Koneéné
pufr [ml] [wl] OVA [pg/ml]
A 0,900 100 200
B 0,980 20 40
C 0,990 10 20
D 0,995 5 10
E 0,9975 2,5 5
F 0,99875 1,25 2,5
G 0,9995 0,5 1
H 0,99975 0,25 0,5
I 1 0 0

3.12.2 Stanoveni koncentrace ovalbuminu na ¢éasticich
Postup

Vzorky byly pfipraveny v dubletu. Vzorky nanocastic v mikrozkumavce byly centrifugo-
vany 5 minut pii 5 000 otackach za minutu. Po centrifugaci byl odebran veskery supernatant,
K ¢asticim bylo pfidano 150 pl 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3 a roztok BCA o objemu
150 pl. Takto ptipravené ¢astice byly inkubovany na rotatoru pti 37 °C po dobu 2 hodin. Su-
pernatanty po vazbé a promyvaci frakce byly pipetovany po 150 ul do mikrotitracni desticky,
déale k nim bylo pfidano 150 pl roztoku BCA a vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu
2 hodin. Po inkubaci byly ¢astice centrifugovany (5 minut, 5 000 otacek za minutu), supernatant
byl ptenesen do mikrotitrani desticky a vSechny vzorky byly zméfeny na spektrofotometru
Multiscan pfi 570 nm. Jako slepy vzorek slouZil fosfatovy pufr o pH 7,3 anebo samotné chi-

tosanové castice bez ovalbuminu. Od namétenych absorbanci vzorkl byla odectena absorbance
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slepého vzorku a koncentrace proteinu byla vyhodnocena metodou kalibra¢ni pfimky. Stano-
veni koncentrace proteinu na chitosanovych nanocasticich bylo provedeno ve 4 opakovanich

a koncentrace proteinu byla piepoctena na 4 mg castic.

3.12.3 Stanoveni koncentrace ovalbuminu na nanovlaknech
Postup

Vzorky byly pfipraveny v dubletu. Ke vzorkiim nanovlaken v mikrozkumavce bylo po pro-
myti pfidano 150 pl 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3 a 150 pl roztoku BCA. Takto pfipravena
nanovladkna byla inkubovana pfi 37 °C na rotatoru po dobu 2 hodin. Supernatanty po vazbé
a promyvaci frakce byly pipetovany po 150 pl do mikrotitraéni desticky, dale k nim bylo pfi-
dano 150 pl roztoku BCA a vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 2 hodin v inkubatoru.
Po inkubaci byly vSechny vzorky pteneseny do mikrotitracni desticky a byla zméfena absor-
bance pii 570 nm pomoci spektrofotometru Multiscan. Jako slepy vzorek slouzil fosfatovy pufr
o pH 7,3 anebo nanovlékna bez ovalbumin. Od naméfenych absorbanci vzorkl byla odectena
absorbance slepého vzorku a koncentrace proteinu byla vyhodnocena metodou kalibraéni
pfimky. Stanoveni koncentrace proteinu na chitosanovych nanovlaknech bylo provedeno ve 3

opakovanich.

3.13 Méfeni hydrodynamické velikosti ¢astic
Pouzité roztoky

e 25 mM acetatovy pufr pH 5,2
Postup

Pro méteni hydrodynamické velikosti ¢astic bylo odebrano 250 pg ptipravenych ¢asti, které
byly doplnény na celkovy objem 1,5 ml pfislusSnym pufrem. Takto pfipravené vzorky nanocés-
tic byly odeslany ke zméteni hydrodynamickych velikosti (DLS) na odd¢€leni chemického in-
zenyrstvi FCHT, kde méfeni provedl! Ing. Jifi Palar¢ik, Ph.D. na pfistroji Malvern Instruments
vyuzivajici software verze 7.03. Méfeni DLS bylo také provedeno na pfistroji Horiba (software

SZ-100) na KBBV. Primérna velikost nanoc¢astic byla métena pti laboratorni teploté pod thlem
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173° v jednorazovych kyvetach (Brand GMBH, P-LAB). Kazdé méteni bylo provedeno ve 12
opakovanich po 30 sekundach. Data byla statisticky vyhodnocena a s vystupem hodnot DLS

byly udany smérodatné odchylky.

3.14 Polyakrylamidova elektroforéza proteini s SDS

Metoda byla pievzata z [101].
Poucité roztoky

e 30% roztok smési akrylamidu a bisakrylamidu - 0,24 g bisakrylamidu, 8,77 g akryla-
midu v 30 ml deionizované vody

e 10 % roztok SDS - 1,0176 g SDS v 10 ml deionizované vody

e 10% roztok persiranu amonného - 0,11 g persiranu amonného v 1 ml deionizované vody

e Elektrodovy (veronalovy) pufr - 0,025 M Tris, 0,192 M glycin s 0,1% SDS pH 8,3-8,6

e 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8

e 1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8

e Roztok G: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 4% SDS, 20% glycerolem a 0,2% bromfe-
nolovou modii

e Roztok 6 M kyseliny chlorovodikové

e Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol (50 ml ledové kyseliny octové,

500 ml ethanolu, doplnéno na celkovy objem 1000 ml)
Postup pro déleni proteinii

Principem elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-
PAGE) je rozdiln4d migrace proteinti, nebo jinych makromolekul nesoucich elektricky naboj
Vv gelu ve stejnosmérném elektrickém poli. Lihem ocisténa skla byla umisténa a zafixovana do
stojanku na rovné ploSe. Do jednorazové plastové zkumavky byl podle Tabulky 4 pfipraven
10% délici gel, ktery byl ihned napipetovan mezi pfipravena skla az po rysku a néasledné byl
prevrstven deionizovanou vodou. Polymerace trvala 20—30 minut délici. Mezi gelem a vrstvou
deionizované vody se vytvofilo ostré rozhrani a deionizovana voda byla odstranéna pomoci
filtraniho papiru. Dale byl podle tabulky 4 pfipraven 5% zaostfovaci gel, ktery byl napipetovan

az po okraj skel na délici gel. Poté byla mezi skla vlozena plastova Sablona s 10 jamkami.
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Do 15 minut gel zpolymeroval. Skla s ptipravenymi gely byla vyjmuta ze stojanku a umisténa
do elektroforetické aparatury. Nésledné byla odstranéna Sablona s 10 jamkami a vzniklé jamky
byly vyplachnuty 3x elektrodovym pufrem. Vzorky proteini k analyze byly pfipraveny smi-
chanim v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem G. Takto pfipravené vzorky byly promichany a po-
vafeny 2 minuty v termobloku pfi teploté 100 °C. Pomoci Hamiltonovy pipety bylo do jamek
Vv gelu napipetovano 15 pl pfipravenych vzorki. Do jamky byl pipetovan i bilkovinny standard
v objemu 5 ul. Do elektroforetické aparatury a vnitiniho prostoru mezi dvéma skly s gely byl
nalit elektrodovy pufr v ekvivalentnim mnozstvi k poctu gela. Elektroforetické déleni probihalo
pti konstantnim napéti 180 V, maximalné 30 mA na jeden gel a po dobu 45 minut, az ¢elo

separovanych latek doputovalo skoro az na uroven dolniho okraje skel.
Postup pro barveni gelii

Gel byl nasledné ptenesen do Petriho misky, proplachnut po dobu 5 minut 3x deionizovanou
vodou, ponofen na 20 minut do fixacniho roztoku, poté 30 minut rehydratovan v deionizované
vod¢ a nasledné prevrstven barvicim roztokem Coomasie Brilliant blue pti laboratorni teploté.
Po 1 hoding byl gel odbarvovan deionizovanou vodou az do odbarveni pozadi gelu (cca 40 mi-
nut). Obarveny gel byl vyfocen pomoci piistroje ChemiDoc XRS+ se softwarem Image Lab™
a fotografie gelu byla vyhodnocena v programu Imagel.ab. Molekulové hmotnosti vzorkl byly

vyhodnoceny podle markerového standardu molekulovych hmotnosti.

Tabulka 4: Ptiprava polyakrylamidovych gelt pro SDS-PAGE.

5% zaostrovaci gel 10% délici gel
[ml] [ml]

Destilovana voda 14 2,0

Roztok A 0,33 1,65

Roztok B - 1,25

Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05

Roztok E 0,02 0,05
(pridan posledni)

TEMED 0,002 0,002
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3.15 Polyakrylamidova elektroforéza proteini s SDS a tricinem

Metoda byla pievzata z [102].
Poucité roztoky

e Roztok Al:49,5% T, 6% C - 46,5% (w/v) akrylamid a 3,0% (w/v) bisakrylamid

e Roztok A2:49,5% T, 3% C - 48% (w/v) akrylamid a 1,5% (w/v) bisakrylamid

e Roztok B: 3,0 M Tris-HCI pH 8,45 s 0,3% SDS (gelovy pufr)

e Roztok C: 10% (w/v) persiran amonny

e Roztok D: TEMED

e Pufr pro vzorky (BIO-RAD): 200 mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glycerol, 2% SDS, 0,04%
Coomassie Blue G250

e Elektrodovy pufr: 0,1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS

e Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol (50 ml ledové kyseliny octové,
500 ml ethanolu, doplnéno na celkovy objem 1000 ml)

e 10 % roztok glutaraldehydu: 5 ml 50% glutaraldehydu + 20 ml deionizované vody

e Roztok amoniakalniho stiibra: 20 % dusi¢nan stiibrny byl piikapavan k roztoku
(10,2 ml deionozované vody, 0,7 ml vodného roztoku amoniaku a 119,5 pul 9 M hydro-
xidu sodného) do vzniku svétlehnédého zakalu. Poté byl roztok doplnén na 100 ml dei-
onizovanou vodou.

e Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,04% formaldehyd (250 mg kyseliny
citronove, 540 ul 37% formaldehydu doplnéno na celkovy objem 500 ml deionizovanou
vodou)

e Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova (50 ml ledové kyseliny octové do 1000 ml deio-

nzované vody)
Postup déleni proteini

Postup polyakrylamidové elektroforézy proteinti s SDS a tricinem (Tricin-SDS PAGE) je
obdobny klasické SDS-PAGE elektroforéze se zménou piipravy gell, vzorkd a podminkami

déleni. Rovnéz byla pouzita aparatura pro diskontinualni elektroforézu (BIO-RAD).

Do jednorazovych plastovych zkumavek byl podle tabulky 5 pfipraven zaostfovaci a dé€lici
gel. Nejprve byl pfipraven délici gel, ktery byl po napipetovani mezi skla pievrstven 1-2 ml

gelového pufru s deionizovanou vodou v pomeéru 1:3. Polymerace trvala 30-60 minut. Dale byl
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podle tabulky 5 pfipraven i zaostfovaci gel, ktery byl napipetovan az po okraj skel na délici gel.
Poté byla mezi skla vlozena plastova Sablona s 10 jamkami. Vzorky proteint k analyze byly
ptipraveny smichanim s pufrem pro vzorky v poméru 1:1 (15 pl + 15 pl) a povafeny 3 minuty
pii teploté 100 °C v termobloku. Pomoci Hamiltonovy pipety bylo do jamek gelu napipetovano
15 pl ptipravenych vzorki a polypeptidovy proteinovy standard v objemu 4 pl. Elektroforetické
déleni probihalo nejprve pii 30 V, 0,03 A pfi laboratorni teploté¢ 30 minut a po uplynuti této
doby probihalo déleni dale pii 4 °C pii 100 V a 0,06 A po dobu 1-2 hodiny.

Postup pro barveni gelii

Gel s rozdélenymi proteiny byl nasledné pienesen do Petriho misky, proplachnut po dobu
10 minut deionizovanou vodou a ponechan 30 minut ve fixa¢nim roztoku. Nasledné byl gel
rehydratovéan v deionizované vodé&, ponofen na 30 minut do roztoku glutaraldehydu, promyt 6x
po 10 minutach deionizovanou vodou a pievrstven roztokem amoniakalniho stiibra pii labora-
torni teploté (12-15 minut). Obarveny gel byl vyfocen pomoci piistroje ChemiDoc XRS+ se
softwarem Image Lab™ a fotografie gelu byla vyhodnocena v programu ImageLab. Moleku-
lové hmotnosti vzorkili byly vyhodnoceny podle markerového standardu molekulovych hmot-

nosti.

Tabulka 5: Pfiprava gelt pro Tricin-SDS PAGE.

Zaostiovaci gel Délici gel [ml]
[ml] (Mr 5-20 kDa)
tj. 16,5% T, 6%C
Destilovana voda 2,1 1,666
Roztok Al - 1,666
Roztok A2 0,25 -

Roztok B 0,775 1,666
Roztok C 0,025 0,025
Roztok D 0,0025 0,0025
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace bylo pfipravit nanovlakenné a nanoc¢asticové nosice z chitosanu s imobili-
zovanym proteinem a Sledovat ucinnost vazby proteinu na nanomaterialy. Jednim z cila bylo
zavedeni metody vazby modelového proteinu ovalbuminu do chitosanovych nanoc¢astic pomoci
entrapmentu. Nanocastice byly pfipraveny ionotropnim gelovaténim chitosanu, jako polykati-
ontu, s anionty tripolyfosfatu v poméru 2:1. Tento pomér chitosanu s tripolyfosfatem pro pii-
pravu ¢astic byl optimalizovan v [43]. Dalsi moznosti pro tvorbu ¢astic bylo pouziti alginatu
sodného pro vytvoreni Vrstvy na chitosanovych ¢asticich. U ptipravenych ¢astic je sledovana
velikost pro potvrzeni jejich uspésné tvorby a dale Gc¢innost vazby proteinu do nanocastic.
Pro srovnani ucinnosti vazby proteinu do ¢astic byly vyuzity i dal$i zndmé zpusoby vazby
na nano¢astice, a také na nanovlakna, s plognou hmotnosti 20 g/m?, ktera byla poskytnuta
Ing. M. Munzarovou ze spole¢nosti Nanovia s.r.0., a to metoda sorpce a karbodiimidova me-
toda. Uéinnosti vazebnych technik byly srovnany na zakladé pfimého méfeni proteinu imobili-
zovaného na nanomaterial a nepiimo - vypoctem U¢innosti vazby a vazebné kapacity nosice.

Dalsim cilem prace bylo zvolit vhodné podminky nové zavedené metody entrapmentu
pro vazbu lidského rekombinantniho epidermélniho ristového faktoru do nanocastic, a sledovat
jeho Gc¢innost vazby. EGF je v in vivo podminkach sekretovan destickami, makrofagy a fibrob-
lasty a ptsobi parakrinné€ na keratinocyty. M4 tedy prokdzané hojivé u€inky v kiizi a je mozné
uvazovat o jeho vyuziti v oblasti drug delivery systému. U modelového systému CS/TPP nano-
¢astic s ovalbuminem a u CS/TPP nanocéstic se zachycenym EGF byla také sledovana mira
uvolnéni proteinli v ¢ase. Pro vyhodnoceni uvolfiovani proteinu z nanocastic byla pouzita me-
toda kumulativni kiivky, ktera vyjadiuje koncentraci uvolnéného proteinu v promyvacich frak-
cich v Case. Testy uvoliiovani in vitro se bézné pouzivaji jako ukazatel chovani nanomaterialti

in vivo.

4.1 Priprava chitosanovych nanocastic s ovalbuminem metodou zachyceni

Cilem tohoto experimentu bylo pfipravit chitosanové nanocastice s ovalbuminem metodou
zachyceni neboli entrapmentu. Molekulova hmotnost chitosanu pouZzitého pro piipravu ¢astic
udana vyrobcem byla 50-190 kDa. Struktura chitosanu obsahuje primarni i sekundarni hydro-

xyskupiny a reaktivni volné aminoskupiny, které z néj ve vodnych roztocich ¢ini polykationt.
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Principem pfipravy chitosanovych nanocastic, jak je popsano v kapitole 3.3, bylo ionotropni
gelovaténi chitosanu s anionty tripolyfosfatu (TPP) [43]. Samotny proces tvorby nanocastic je
zaloZen na spojeni opacné nabitych molekul pomoci elektrostatickych interakci. Pti entrap-
mentu ovalbuminu béhem tvorby nanocastic dochazi k jeho zachyceni do struktury ¢astic.
Pii pH pracovniho roztoku 5,2 (25 mM acetatovy pufr) je chitosan pozitivné nabity (NH3z", pKa
acetylovanych skupin je 6,5). Ovalbumin je na zdkladé blizkosti svého izoelektrického bodu
(pI 4,5) pH pracovniho roztoku negativné nabity a s chitosanem se ptitahuje. Roztok ovalbu-
minu byl ptidavan piimo do roztoku chitosanu a K této smési byl pomalu piikapavan polyaniont
TPP, diky kterému dochazelo ke srazeni a tvorbé ¢astic. Podminkou bylo vytvofit homogenni

suspenze polymernich nanocastic.

Castice pripravené z chitosanu a tripolyfosfatu podle kapitoly 3.3 byly resuspendovany
V acetatovém pufru o pH 5,2 a charakterizovany méfenim hydrodynamické velikosti ¢astic
(DLS) popsaném Vv kapitole 3.13. Velikost ¢astic byla 183,4 + 2,7 nm a je srovnatelna s veli-
kosti uvedenou v [98]. Také byla sledovana distribuce velikosti téchto Castic, ktera ukazuje
na mono- nebo polydisperzitu ¢astic (obrazek 12). Vysledky na obrazku 12 ukazuji na homo-

genni suspenzi ¢astic.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

———  Record 430 vzorek 9 (2018_11_22)3 Record 440 vzorek 9 (2018_11_22)4
———  Record 441 vzorek 9 (2018_11_22)5 ———  Record442 vzorek9 (2018_11_22)6
———  Record 443 vzorek 9 (2018_11_22)7 ——— Record444 vzorek 9 (2018_11_22)8
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Obrazek 12: Distribuce DLS ptipravenych CS/TPP nanoc¢astic bez ovalbuminu (2 méteni vypus-

téna). Méfeno na pfistroji Zetasizer Malvern Instrument.

Koncentrace ovalbuminu byla pro pfipravu ¢astic optimalizovana. Byly pouzity roztoky
ovalbuminu o koncentraci 0,5 mg, 0,25 mg a 0,15 mg ovalbuminu v 0,5 ml acetatového pufru
0 pH 5,2.

Pro ptipravu ¢astic se zachycenym ovalbuminem byly zvoleny dva odlisné postupy vycha-
zejici z metody v kapitole 3.3. Prvni zplsob zachovava objem roztoki chitosanu s proteinem

a tripolyfosfatu, pficemz je ovalbumin rozpustén v roztoku chitosanu. Druhy zptsob zahrnuje
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navyseni objemu smési o roztok ovalbuminu (1mg/ml). Nanocastice s navazkou 0,5 mg oval-
buminu byly nejprve ptipraveny podle postupu popsaného v kapitole 3.3, kdy dochazelo k za-
chovani objemového poméru roztoktit CS:TPP 2:1. Dalsi piiprava Castic S navazkou 0,5 mg
ovalbuminu probihala podle stejného postupu, avSak se zménou celkového objemu roztoku,
kdy dochazelo k navyseni celkového objemu piidanim 0,5 ml roztoku ovalbuminu do roztoku
CS, kdy se zachovaval objemovy pomér CS:TPP 2,6:1. Dle postupu s navysenim celkového

objemu byly pfipraveny celkem 4 mg Castic.

U piipravenych ¢astic s 0,5 mg ovalbuminu byla v acetatovém pufru o pH 5,2 méfena DLS
velikost ¢astic a distribuce velikosti (obrazek 13) podle metody 3.13. Velikost pfipravenych
¢astic metodou se zachovanim celkového objemu roztoku byla 181,7 £ 5,7 nm a u ¢astic s na-
vySenim celkového objemu roztoku se velikost pohybovala v rozmezi 200,2 + 4,9 nm. Distri-
buce velikosti ¢astic na obrazku 13 ukazuje na mirnou polydisperzitu u postupu jak s navyse-
nim, tak 1 se zachovanim celkového objemu roztoku. Podminkou bylo vytvofit homogenni
suspenzi chitosanovych nanocastic a tato podminka byla u obou postupti splnéna. Suspenze
pfipravenych ¢astic byly bez pozorovanych shluki a ¢astice mély rovnomérné rozptyleny opa-

leskujici zékal v celém objemu.
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Obrazek 13: Distribuce DLS piipravenych CS/TPP nanocastic s 0,5 mg ovalbuminu. Méfeno
na piistroji Zetasizer Malvern Instrument. a) pii zachovani celkového objemu roztoku (1 méfeni vy-

pusténa), b) pii navyseni celkového objemu roztoku (1 méfeni vypusténo).
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Koncentrace proteinu v pripravenych ¢asticich byla stanovena metodou BCA podle kapitoly
3.12.2. Pro stanoveni pfesné koncentrace ovalbuminu vazaného na ¢asticich byla pfipravena
piislusna zavislost absorbance barevného produktu na koncentraci proteinu (kapitola 3.12.1).
Z vyslednych hodnot absorbanci byla zhotovena kalibra¢ni zavislost absorbance na koncentraci
ovalbuminu (graf 1). Kalibra¢ni rovnice byla y = 0,0077x + 0,0522 s hodnotou spolehlivosti
R?=0,9952.

1,5

0,5

Absorbance [570 nm]

0 50 100 150 200 250

Koncentrace [ug/ml]

Graf 1: Kalibra¢ni kiivka ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml pro stanoveni koncentrace proteinu

metodou BCA (pocet opakovani: 2).

Vysledné hodnoty koncentrace proteinu v ptipravenych ¢asticich jsou uvedeny v tabulce 6.
Pro sledovani u¢innosti entrapmentu ovalbuminu v ¢asticich byl zvolen nepiimy zptuisob hod-
noceni stanoveni ovalbuminu v roztocich pfed vazbou a po vazbé, a také piimé stanoveni oval-
buminu na ¢asticich. Pro vypocet u¢innosti entrapmentu byla pouzita rovnice 1 (kapitola 3.3.1),
ktera vyjadfuje procento hmotnosti proteinu zachyceného v polymernim nosici ve vztahu k po-
¢ate¢nimu vlozenému proteinu. Pro vypocet kapacity nosice byla pouzita rovnice 2, jejimz vy-

sledkem je procento proteinu, ktery je zachycen v nanomaterialu.

Tabulka 6: Charakteristika CS/TPP nanocastic s ovalbuminem (0,5 mg) ptimou detekci ovalbu-
minu na ¢asticich a vypoctem Gc€innosti entrapmentu a entrapmentové kapacity nosice metodou BCA

(pocet opakovani: 4).

Navazka Ovalbumin/NP — Ukinnost Entrapmentova
proteinu piima detekce entrapmentu | kapacita nosice Poznamka
[mg] [ng/4mg] [%] [ng/4mg]
0,5 284.5 (+ 5,6) 454 65,8 (13,2 %) Zachovani celko-
(49,1 %) vého objemu
0,5 203,5 (= 8,9) 36,9 51 (10,2 %) Navyseni celko-
(36,2 %) vého objemu

73



Z nepiimého hodnoceni Ize vidét, Ze je vazebna kapacita nosice i i¢innost vazby proteinu
na nanocastice U postupu se zachovanim celkového objemu roztoku vyssi, a tedy tento postup
muzeme hodnotit jako u¢innéjsi. Zaroven z pfimého méteni koncentrace ovalbuminu na nano-
¢asticich vyplyva, Ze u postupu se zachovanim celkového objemu roztoku doslo také k zachy-
ceni vétsiho mnozstvi ovalbuminu do castic (49,1 %). Postupem s navysenim celkového ob-
jemu roztoku bylo do nanocastic navazano pouze 36,3 % z celkového vlozeného proteinu
(0,5 mg) na 4 mg castic. Nizsi procentualni hodnota u¢innosti entrapmentu ziskana z pfimého
stanoveni koncentrace ovalbuminu na ¢asticich, je pravdépodobné ovlivnéna vazbou ovalbu-

minu do vnitini struktury nanocéstic, ktera je pro reagencie metody BCA nepftistupna.

V dal$ich experimentech byla snizena koncentrace ovalbuminu na 0,15 mg a 0,25 mg oval-
buminu v 0,5 ml acetatového pufru o pH 5,2. Byl pouzit postup se zachovanim celkového ob-
jemu roztoku, ktery se v pfedchozim experimentu ukazal jako G¢innéjsi. Pti optimalizaci byla

hledana nejniz§i mozna ucinna koncentrace proteinu v ¢asticich.

Nejprve byl pro ptipravu ¢astic s ovalbuminem metodou entrapmentu pouzit roztok ovalbu-
minu o koncentraci 0,25 mg ovalbuminu v 0,5 ml acetatového pufru o pH 5,2. U ptipravenych
¢astic byla v acetatovém pufru o pH 5,2 méfena DLS velikost ¢astic a distribuce velikosti podle
metody 3.13. Velikost ptipravenych ¢astic byla 203,6 + 2,1 nm. Ve srovnani s velikosti ¢astic
s 0,5 mg ovalbuminu, kdy byla velikost ptfipravenych ¢astic 181,7 = 5,7 nm, vykazovaly ¢astice
s 0,25 mg ovalbuminu zvétSeni velikosti. Distribuce velikosti na obrazku 14 ukazuje na mirnou
polydisperzitu. Suspenze ptipravenych CS/TPP ¢astic s 0,25 mg ovalbuminu byla homogenni,
bez pozorovanych shlukl a ¢astice mély rovnomérné rozptyleny opaleskujici zékal v celém

objemu.
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Obrazek 14: Distribuce DLS piipravenych CS/TPP nanocastic s 0,25 mg ovalbuminu (2 méfeni

vypusténa). Méfeno na pristroji Zetasizer Malvern Instrument.
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U pfipravenych nanocastic byla stanovena i¢innost entrapmentu ovalbuminu do ¢astic pii-

mou a nepfimou metodou, a také entrapmentova kapacita nosice neptimou metodou (tabulka?7).

Tabulka 7: Charakteristika chitosanovych nanoc¢astic s ovalbuminem (0,25 mg) pfimou detekci
ovalbuminu na ¢asticich a vypoctem Uc€innosti entrapmentu a entrapmentové kapacity nosi¢e metodou

BCA (pocet opakovani: 4).

Navazka Ovalbumin/NP — Utinnost Entrapmentova
proteinu prima detekce entrapmentu kapacita nosice
[mg] [ng/4mg] [%] [ng/4mg]
0,25 130,8 (+40,7) 58,1 43,1 (17,2 %)
(44,1 %)

Utinnost entrapmentu ovalbuminu do nano&astic vypo¢itand nepiimou metodou byla
58,1 %. Nizsi procentualni hodnota Gi¢innosti entrapmentu ziskana z pfimého stanoveni kon-
centrace ovalbuminu na ¢asticich, je pravdépodobné ovlivnéna vazbou ovalbuminu do vnitini

struktury nanocastic, ktera je pro reagencie metody BCA nepfistupna.

V dal§im experimentu byla pro piipravu ¢astic s ovalbuminem metodou entrapmentu pou-
zita navazka ovalbuminu 0,15 mg v 0,5 ml acetatového pufru o PH 5,2. Velikost pfipravenych
Castic byla 184,1 + 2.4 nm. Distribuce velikosti na obrazku 15 ukazuje na pomérné homogenni
suspenzi. Suspenze ¢astic s 0,15 mg ovalbuminu byla po ptipravé homogenni, bez pozorova-

nych shluki a ¢astice mély rovnomérné rozptyleny opaleskujici zékal v celém objemu.
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Obrazek 15: Distribuce DLS ptipravenych CS/TPP nanocastic s 0,15 mg ovalbuminu (2 méteni

vypusténa). Méfeno na pfistroji Zetasizer Malvern Instrument.
U ptipravenych castic byla pfimou a nepfimou metodou stanovena u¢innost entrapmentu
ovalbuminu do ¢astic. Neptfimou metodou byla stanovena i entrapmentova kapacita nosice. Vy-

sledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tabulka 8: Charakteristika CS/TPP nanoéastic s ovalbuminem (0,15 mg) pfimou detekci ovalbu-
minu na ¢asticich a vypoctem ucinnosti entrapmentu a entrapmentové kapacity nosice metodou BCA

(pocet opakovani: 4).

Naviazka Ovalbumin/NP — Utinnost Entrapmentova
proteinu prima detekce entrapmentu kapacita nosice
[mg] [ng/4mg] [%0] [ng/4mg]
0,15 65,7 (+ 13,6) 65,2 33,9 (22,6 %)
(31,6 %)

Z ptimého méfeni koncentrace ovalbuminu na 4 mg ¢éstic a nepfimym hodnocenim u¢in-
nosti entrapmentu vyplyva, Ze se do nanoc¢astic zachytilo 31,6-65,2 % z celkového mnozstvi
vlozeného ovalbuminu. Nizs§i procentualni hodnota uc¢innosti entrapmentu ziskana z ptimého
stanoveni koncentrace ovalbuminu na casticich, je pravdépodobné ovlivnéna vazbou ovalbu-

minu do vnitini struktury nanocastic, ktera je pro reagencie metody BCA nepfistupna.

4.1.1 Hodnoceni metody entrapmentu ovalbuminu do nanocastic

Z ptedchozich vysledku bylo pro vSechny navazky ovalbuminu provedeno srovnani G¢in-
nosti entrapmentu ovalbuminu (graf 2) a entrapmentové kapacity nosice (graf 3) nepfimym

stanovenim koncentrace proteinu na nanocasticich metodou BCA.

m0,5mg
30 0,25 mg
20 0,15 mg

Ucinnost entrapmentu
ovalbuminu [% ]

CS/TPP nanodastice
Graf 2: Srovnani u¢innosti entrapmentu ovalbuminu do CS/TPP nanoc¢astic nepfimym stanovenim

metodou BCA (vztazeno na 4 mg castic).

Dle nepiimého hodnoceni na grafu 2 lze vidét, ze se ucinnost entrapmentu ovalbuminu
do nanocastic pohybuje mezi 45,4-65,2 % a se snizujicim se mnozstvim ovalbuminu do nano-

¢astic se ucinnost zvysuje.
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Graf 3: Srovnani vazebnych kapacit CS/TPP nano¢astic s ovalbuminen metodou entrapmentu

(vztaZzeno na 4 mg Castic).

Dle nepiimého hodnoceni v grafu 3 1ze vidét, Ze se vazebna kapacita nosice se zvysujicim

mnozstvi navazaného proteinu zvysuje.

Také DLS velikost ptipravenych ¢astic byla hodnocena z pohledu koncentrace vlozené¢ho

ovalbuminu (tabulka 9).

Tabulka 9: Hydrodynamicka velikost piipravenych ¢astic — CS/TPP bez ovalbuminu, CS/TPP

s vazanym ovalbuminem (0,5 mg, 0,25 mg a 0,15 mg) (pocet opakovani: 4).

Navazka Primérd | Smérodatna
proteinu [mg] [nm] odchylka [nm]
CS/TPP nanocastice bez ovalbuminu

0 183,4 2,7
CS/TPP nanocastice s ovalbuminem
0,5 181,7 57
0,25 203,6 2,1
0,15 184,1 2,4

Z vysledné tabulky vyplyva, ze DLS velikost pfipravenych nanocastic s ovalbuminem se
ve vSech koncentracich ovalbuminu pohybovala v rozmezi 181-203 nm. Odchylka v DLS vel-
kosti (0,25 mg ovalbuminu) mize byt zptisobena vlivem nov¢ piipraveného zasobniho roztoku
chitosanu. Porovnanim ¢astic s ovalbuminem s ¢asticemi bez navazaného proteinu lze (kromé
navazky 0,25 mg ovalbuminu, kde hraji roli i jiné faktory) fici, Ze vdzdnim ovalbuminu do ¢as-

tic nedochazelo k vyraznym zménam ve velikosti ¢astic.
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4.2 Priprava nanocastic z chitosanu a alginatu sodného s ovalbuminem

Ptestoze maji chitosanové nanocastice jako nosi¢ové systémy v ramci drug delivery systému
¢etné vyhody, jejich vlastnosti, jako je omezena schopnost kontrolovaného uvoliovani zachy-
cenych latek a snadna rozpustnost ¢astic v kyselém prostiedi, brani jejich dalsimu vyvoji [5].
Cilem dalsiho experimentu bylo pfipravené chitosanové nanoc¢astice se zachycenym ovalbumi-
nem zabalit do vrstvy alginatu sodného, ktery by mohl tyto piekazky piekonat. Studie proka-
zaly, ze alginat sodny zvysSuje stabilitu chitosanovych nanocastic s navazanym proteinem a za-

branuje rychlé degradaci proteinu na nanocasticich v ramci drug delivery systému [3].

V piipravé alginat-chitosanovych nanocastic (ALG-CS nanocastic) dochazelo nejprve k en-
trapmentu ovalbuminu do CS/TPP nanocastic a poté potahovani neboli enkapsulace nanocastic
algindtem sodnym procesem ionotropniho gelovaténi podle kapitoly 3.9 za laboratorni teploty
na magnetickém michadle. Pro entrapment byly zvoleny dvé navazky ovalbuminu, 0,15 mg
a 0,25 mg. ALG-CS nanocastice byly po pfipravé resuspendovany v 0,524 mM CaClz o pH 7,
ktery slouzil jako zesit'ovaci ¢inidlo k posileni a stabilizaci ALG-CS ¢astic [98].

U vzniklych ALG-CS c¢astic byla méfena hydrodynamickd velikost ¢astic podle kapitoly
3.13 a byla sledovana u¢innost vazby nebo uvolnéni ovalbuminu pfi tvorbé ¢astic. Pro srovnani
byly potahovany vrstvou alginatu sodného i ¢astice bez zachyceného ovalbuminu. Vysledky
DLS a distribuce velikosti jsou uvedeny v tabulce 10. Homogenita pfipravenych ¢astic je zna-

zornéna na obrazku 16 a 17.

Tabulka 10: Hydrodynamicka velikost pfipravenych ¢astic — bez OVA, s OVA (0,15 mg
a 0,25 mg), ALG-CS ¢astic a ALG-CS ¢astic s OVA (0,15 mg a 0,25 mg) (pocet opakovani: 3).

Priamér d Smérodatna
Typ nanoéastic [nm] odchylka [nm]
CS/TPP nanocastice 261,7 +52,9
CS/TPP nanocastice s 0,25 mg OVA 230,1 +31,7
CS/TPP nanocastice s 0,15 mg OVA 198,8 +20,3
ALG-CS nanocastice 860,9 +164,5
ALG-CS nanocastice s 0,15 mg OVA 859-6623 -
ALG-CS nanocastice s 0,25 mg OVA 1220-6180 -
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U vysledkd DLS velikosti CS/TPP nanocastic (bez alginatu sodného) je mozné sledovat sni-
zovani velikosti ¢astic po zapouzdieni proteinu do Castic, a zaroven snizovani velikosti ¢astic
se snizujicim se mnoZzstvim imobilizovaného proteinu. Nejmensi velikost vykazovaly CS/TPP
¢astice s 0,15 mg zapouzdieného ovalbuminu, které se velikostné pohybovaly v rozmezi 178,8-
218,8 nm.

DLS velikosti ALG-CS nanocastic bez ovalbuminu se pohybovaly velikostné v rozmezi
861 + 165 nm. DLS velikosti ALG-CS nanoc¢astic s ovalbuminem se pohybovaly u obou koncen-
traci proteinu (0,15 mg a 0,25 mg) ve vysokém rozpéti velikosti (859-6623 nm) a fada DLS
Castic nebyla méfitelna viibec, na coz poukazovala pfitomnost shlukd a agregati v méfenych
vzorcich. Divod pro velké rozmezi ALG-CS ¢astic zfejmé souvisi S vyslednym nabojem
CS/TPP s ovalbuminem, které interaguji s alginatem sodnym a netvoii homogenni suspenze
¢astic. Problémy s distribuci velikosti ALG-CS ¢éstic také dokladéa obrazek 17. I zde je patrna

velka velikost ¢astic a nehomogenni distribuce velikosti.
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Obrazek 16: Distribuce DLS ptipravenych CS/TPP ¢astic. Méfeno na pfistroji Horiba. a) CS castice
(2 méfeni vypusténa), b) CS ¢Eastice s 0,15 mg OVA (4 méfeni vypusténa), ¢) CS ¢astice s 0,25 mg
OVA (3 méfeni vypusténa).
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Obrazek 17: Distribuce DLS pripravenych ALG-CS ¢astic. Méfeno na piistroji Horiba. a) ALG-
CS castice (6 méteni vypusténo), b) ALG-CS castice s 0,15 mg OVA (6 méteni vypusténo), f) ALG-
CS castice s 0,25 mg OVA (7 méteni vypusténo).

V dalSich experimentech jsme se zaméfili 1 na optimalizaci podminek (reakéni prostredi,
mnozstvi ¢astic, rychlost michani, postup smichdni roztoku alginatu sodného a nanocastic).
Castice vykazovaly vétsi shluky a agregaty, nebo byly vzorky zcela neméfitelné. Dosazené vy-
sledky z tabulky 10 a obrazku 17 poukazuji na velkou zménu CS vlastnosti ve spojeni s danym
proteinem a znemoznéni piipravy ALG-CS nanocastic do stovek nm. Problém s tvorbou ¢astic

by mohlo pomoci vysvétlit sledovani Zeta potencialu ¢astic.

U piipravenych ALG-CS ¢astic bylo pies problémy s velikosti pfipravenych ¢astic prove-
deno stanoveni ucinnosti enkapsulace ovalbuminu do nanoc¢astic a enkapsula¢ni kapacity no-
si¢e. Hodnoty koncentrace proteinu pro nepiimé hodnoceni u€innosti enkapsulace a vazebné
kapacity nosice byly stanoveny metodou BCA podle postupu 3.12.2 a jsou uvedeny v tabulce
11.
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Tabulka 11: Charakteristika CS/TPP nanocastic s ovalbuminem piimou detekci ovalbuminu
na ¢asticich a vypocétem ucinnosti enkapsulace a enkapsulaéni kapacity nosice metodou BCA (pocet

opakovani: 4).

Utinnost Enkapsula¢ni
Typ nanocastic enkapsulace kapacita nosice
[%6] [ng/4mg]
Castice s 0,15 mg ovalbuminu 52,9 23 (15,3 %)
Castice s 0,25 mg ovalbuminu 51,8 32,1 (12,8 %)

Vysledky z neptfimého méfeni koncentrace zachyceného ovalbuminu do nanocéstic pouka-
zuji na to, ze se u mnozstvi 0,15 mg vdzaného ovalbuminu zachytilo do nanocastic 52,9 %
z celkového mnozstvi vlozeného proteinu a u mnozstvi 0,25 mg ovalbuminu vazaného na ¢as-
tice bylo zachyceno do ¢astic 51,8 % z celkového mnozZstvi vloZzeného proteinu. Enkapsulaéni
kapacita CS/TPP nanoc¢éstic se se vzristajicim mnozstvim vazaného ovalbuminu do ¢astic zvy-
Sovala. Vysledky zcela odpovidaji vysledkim méteni v kapitole 4.1, kdy se sledovala mira
uéinnost vazby ovalbuminu do nanocastic metodou entrapmentu. MnozZstvi proteinu v roztoku
po inkubaci ¢astic s alginatem sodnym nebylo mozné metodou BCA detekovat. Divodem
mohla byt interference alginatu sodného s reagenciemi BCA metody, poptipadé nizka koncen-

trace proteinu, ktera byla pod limitem detekce metody.

4.3 Imobilizace ovalbuminu na chitosanové nanomaterialy

Imobilizace ovalbuminu na nanovlakna a nanoc¢astice vyrobené z chitosanu byla prove-
dena kovalentni karbodiimidovou metodou. Cilem experimentt bylo stanovit G¢innost vazby
ovalbuminu (0,5 mg) na nanovlakenné a nanocasticové nosiée z chitosanu a porovnat tyto vy-
sledky s metodami entrapmentu a enkapsulace ovalbuminu.

Béhem karbodiimidové metody dochazi k vytvofeni amidové vazby mezi hydroxylovou
skupinou chitosanu a aminovou skupinou ovalbuminu. Ke zprostfedkovani vazby byly pouzity
jako aktiva¢ni ¢inidla N-(3- dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC)
a N-hydroxysulfosuccinimide sodium salt (NHS). Pfednostné dochazi k reakci s karboxylovou
skupinou EDC za vzniku meziproduktu O-acylisomocoviny, ktera poté zreagovala s aminovou
skupinou proteinu, ¢imz doslo ke vzniku amidové vazby. Jedna se 0 silnou kovalentnich vazbu,

ktera je nevratna.
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4.3.1 Karbodiimidova vazba na chitosanova nanovlakna

U karbodiimidové metody uvedené v kapitole 3.5 se vytvaii amidova vazba mezi aminovou
skupinou ovalbuminu a hydroxylovou skupinou chitosanu. Na nanovlakna s ploSnou hmotnosti
20 g/m? o rozmérech 1,5 x 1,5 cm bylo navazano 0,5 mg ovalbuminu po dobu 16 hodin pti 4 °C
s promyvacimi kroky. Uspé&$né probghnuti vazby bylo ovéteno metodou SDS-PAGE podle ka-
pitoly 3.14 (obrazek 18A). Pro porovnani nespecifické sorpce proteinu byla metoda pouzita
bez aktivacnich latek (EDC, NHS) dle kapitoly 3.5 (obrazek 18B).

A B

Obrazek 18: SDS-PAGE ovalbuminu (0,5 mg) imobilizovaného na nanovlakna karbodiimidovou
metodou (A) a nespecifickou sorpci proteinu (B). A) Pozice: 1 - marker, 2 - vazebny roztok OVA,
3 - roztok po vazbé, 4 - promyvaci frakce; B) Pozice: 1 - vazebny roztok OVA, 2 - roztok po vazbé

nespecifickou sorpci proteinu, 3 - promyvaci frakce. Barveno Coomasie Brilliant blue; 10% d¢lici gel.

Z vysledkit SDS-PAGE elektroforézy (obrazek 18A) lze pozorovat snizeni koncentrace
ovalbuminu po vazb¢, a tak je mozné predpokladat GispéSnou imobilizaci proteinu na nano-
vlakna. Snizeni koncentrace ovalbuminu v roztocich po vazbé je patrny i na vysledném gelu
SDS-PAGE elektroforézy pro porovnani nespecifické sorpce proteinu (obrazek 18B), ktera
slouzila jako kontrola pro karbodiimidovou metodu. V obou piipadech nedoslo k vymyvani

proteinu v promyvacich krocich.

Mnozstvi imobilizovaného ovalbuminu na nanovlaknech bylo stanoveno metodou BCA
pii 570 nm podle kapitoly 3.12.3. V tabulce 12 jsou uvedeny vypocitané hodnoty koncentrace
ovalbuminu na nanovlaknech karbodiimidovou metodou i nespecifickou sorpci proteinu. Sle-
pym vzorkem pro nanovlakna s navazanym ovalbuminem byly pouzity nanovlakna bez pro-

teinu.
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Tabulka 12: Porovnani vysledki karbodiimidové metody a nespecifické sorpce proteinu na nano-

vlakna metodou BCA (pocet opakovani: 3).

Ovalbumin/NF — piima
Zptisob vazby detekce [ng/4 mg]
Kovalentné 455 (+2,9)
(8,8 %)
Nespecificka sorpce 18,2 (£ 2,6)
(bez EDC, NHS) (3,8 %)

Na nanovlakna bylo karbodiimidovou metodou navazano pouze 8,8 % ovalbuminu na 4 mg
nanovlékna. Z toho bylo nespecificky adsorbovano 3,8 % ovalbuminu. Vysledné hodnoty kon-
centraci ovalbuminu na nanovlaknech mohou byt ovlivnény vazbou nebo sorpci ovalbuminu

do vnitini struktury nanovlakna, ktera je pro metodu BCA méné pfistupna.

4.3.2 Karbodiimidova vazba na chitosanové nanocastice

Imobilizace ovalbuminu karbodiimidovou metodou na nanocastice byla provedena podle
kapitoly 3.6. CS/TPP nanocastice byly pfipravené metodou ionotropniho gelovaténi polykati-
ontu chitosanu s polyaniontem tripolyfosfatu (TPP) v poméru 2:1 v prostiedi acetatového pufru
0 pH 5,2 za laboratorni teploty. Velikost vzniklych nanocastic byla 200 nm. Na 4 mg CS/TPP
nanocastic bylo imobilizovano 0,5 mg ovalbuminu po dobu 16 hodin pfi 4 °C s promyvacimi
kroky. Pro ovéfeni vazby ovalbuminu na ¢astice byla provedena metoda SDS-PAGE podle ka-
pitoly 3.14 (obrazek 19).

kD 1.
250 o=
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Obrazek 19: SDS-PAGE ovalbuminu (0,5 mg) imobilizovaného na nanocastice karbodiimidovou
metodou. Pozice: 1 - marker, 2 - vazebny roztok ovalbuminu, 3 - roztok po vazbé, 4 - promyvaci

frakce, 5 - promyvaci frakce. Barveno Coomasie Brilliant blue; 10% délici gel.
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Z vysledki SDS-PAGE elektroforézy (obrazek 19) lze pozorovat snizeni koncentrace oval-
buminu po vazb¢ na nanocastice. Také mizeme na vysledném elektroforeogramu pozorovat
pritomnost proteinu v prvni promyvaci frakci, coz pravdépodobné odpovida uvolnénému oval-
buminu z nanocastic, ktery byl na nanocastice vazan nespecifickou sorpci. Piedpokladame tak

uspésnou vazbu proteinu na nanocastice.

Mnozstvi vazaného ovalbuminu na nanocasticich bylo stanoveno metodou BCA podle ka-
pitoly 3.12.2. V tabulce 13 jsou uvedeny vypocitané hodnoty koncentrace ovalbuminu na na-
nocasticich. Slepym vzorkem pro nanocastice S navazanym ovalbuminem byly pouzity nano-

Castice bez proteinu.

Tabulka 13: Stanoveni koncentrace ovalbuminu kovalentné vazaného na nanoc¢asticich metodou

BCA (pocet opakovani: 2).

Navazka proteinu Ovalbumin/NP — piima
[mg] detekce [ug/4 mg]
0,5 80,8 (+3,4)
(14,1 %)

Karbodiimidovou metodou bylo na CS/TPP nanocastice navazano celkem 14,1 % ovalbu-

minu na 4 mg ¢astic.

4.3.3 Hodnoceni karbodiimidové vazby ovalbuminu na nanomaterialy

Ze ziskanych vysledki karbodiimidové vazby ovalbuminu a metody entrapmentu ovalbu-
minu na chitosanové materialy bylo provedeno srovnani G¢innosti vazby ovalbuminu z pfimého
meéfeni proteinu metodou BCA na CS/TPP nanocasticich a chitosanovych nanovlaknech

(graf 4). Na nanovlakna i nanocastice bylo vazano 0,5 mg ovalbuminu.
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Graf 4: Stanoveni koncentrace vazaného ovalbuminu na chitosanovych nanomaterialech karbodi-

imidovou metodou a metodou entrapmentu pfimou kvantifikaci (vztazeno na 4 mg nanomaterialu).

Z vysledku lze tici, Ze byl ovalbumin nejlépe vazan metodou entrapmentu do nanocastic,
anejmén¢ ucinné byl vazan karbodiimidovou metodou na nanovlakna. Na nanocastice bylo
vazano karbodiimidovou metodou 80,8 pg ovalbuminu na 4 mg ¢astic a na nanovlakna 45,5 pg
ovalbuminu na 4 mg nanovlakna. Metodou entrapmentu bylo do CS/TPP nanocastic zachyceno

284,5 ng ovalbuminu na 4 mg castic.

4.4 Adsorpce ovalbuminu na nanomaterialy

Imobilizace ovalbuminu na nanovlakna a nanocastice vyrobené z chitosanu byla provedena
metodou adsorpce. Principem adsorpce je interakce mezi ovalbuminem a nanovlakennym/na-
nocasticovym nosi¢em z chitosanu, kdy se uplatiiuji nizkoenergetické sily a ovalbumin se sor-
buje na vnéjsi strukturu mareridlu. Adsorpce je metodou snadnou, rychlou a reversibilni.

Cilem experimentt bylo sledovat Gi¢innost sorpce ovalbuminu na nanomaterialy z chitosanu
a porovnat tyto vysledky s metodou entrapmentu ovalbuminu.

Byla pouzita chitosanova nanovlakna nanovia 2013-1 s plosnou hmotnosti 20 g/m? a chi-
tosanové nanocastice pripravené metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu, jako polykati-
ontu, s polyaniontem tripolyfosfatu (TPP) v poméru 2:1 v prostiedi acetatového pufru o pH 5,2
za laboratorni teploty. Slepym vzorkem pro nanovldkna i nanocastice s navazanym proteinem
byly pouzity nanovlakna a nanocastice bez proteinu. Pro roztoky byl slepym vzorkem fosfatovy
pufro pH 7,3.
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4.4.1 Adsorpce na chitosanova nanovlakna

Na nanovldkna z chitosanu s plognou hmotnosti 20 g/m? o rozmérech 1,5 x 1,5 cm bylo po-
moci sorpce navazano 0,5 mg ovalbuminu podle metody z kapitoly 3.7. Sorpce probihala
po dobu 16 hodin pfi 4 °C na 3 vzorky nanovlakna. Vaha nanovlaken byla pfiblizné 4 mg.

Pro kontrolu sorpce ovalbuminu na nanovlakna byla provedena i SDS-PAGE elektroforéza
podle kapitoly 3.14 (obrazek 20).

Obrazek 20: SDS-PAGE ovalbuminu (0,5 mg) imobilizovaného na nanovlaknech metodou sorpce.
Pozice: 1 - marker, 2 - vazebny roztok ovalbuminu, 3 - roztok po vazb&. Barveno Coomasie Brilliant

blue; 10% délici gel.

Z vysledki SDS-PAGE elektroforézy (obrazek 20) Ize pozorovat patrné snizeni koncentrace
ovalbuminu po sorpci na nanovlakna. Lze tak pifedpokladat uspé$nou sorpci proteinu na nano-
vlakna.

Koncentrace sorbovaného ovalbuminu na nanovlaknech byla stanovena metodou BCA
podle kapitoly 3.12.3. V tabulce 14 jsou uvedeny hodnoty z pfimého stanoveni koncentrace
sorbovaného ovalbuminu na nanovlaknech a vypocitané hodnoty z neptimého hodnoceni t¢in-

nosti sorpce a sorp¢ni kapacity nosice stanovené metodou BCA.
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Tabulka 14: Stanoveni koncentrace ovalbuminu na chitosanovych nanovlaknech, Géinnosti sorpce

a sorp¢ni kapacity nosic¢e metodou BCA (pocet opakovani: 3).

Navazka | Ovalbumin/NF —| Utinnost | Sorpéni kapacita
proteinu prima detekce sorpce nosice [ng/4mg]
[mg] [ng/4 mg] [%6]
0,5 27,4 (+ 2,6) 13,7 17,1 (3,4 %)
(5,5 %)

Z primého méfeni koncentrace ovalbuminu na 4 mg nanovlédkna vyplyva, Ze se na nano-
vlakna metodou sorpce navazalo 5,5 % z celkového mnozstvi vlozeného proteinu. Neptimou
metodou byla Géinnost sorpce vypoéitana na 13,7 %. Niz$i procentualni hodnota u¢innosti
sorpce ziskana z pfimého méteni koncentrace ovalbuminu na nanovlaknech, je pravdépodobné
ovlivnéna sorpci ovalbuminu do vnitini struktury nanovlakna, ktera je pro reagencie metody

BCA mén¢ pfistupna.

4.4.2 Adsorpce na chitosanové nanocastice

Sorpce 0,5 mg ovalbuminu na 4 mg CS/TPP byla provedena podle metody popsané v kapi-
tole 3.8. Sorpce probihala po dobu 16 hodin pfi 4 °C za mirného otac¢eni. Pro kontrolu sorbo-
vaného mnozstvi ovalbuminu na nanocasticich byla provedena SDS-PAGE podle kapitoly 3.14
(obrazek 21).
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Obrazek 21: SDS-PAGE ovalbuminu (0,5 mg) imobilizovaného na nanoc¢asticich metodou sorpce.
Pozice: 1 - vazebny roztok OVA, 2 - roztok po vazbé, 3 - marker. Barveno Coomasie Brilliant blue;
10% délici gel.
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Na vysledném elektroforeogramu je patrny ubytek koncentrace sorbovaného ovalbuminu
po sorpci na nanocastice. Proto je mozné predpokladat usp€snou sorpci proteinu na nanocas-

tice.

Uspé$nost sorpce byla dale ovéfena pfimym stanovenim koncentrace proteinu na nano¢asti-
cich metodou BCA podle kapitoly 3.12.2. Metodou BCA byly stanoveny i hodnoty koncentrace

ovalbuminu nepfimym hodnocenim t¢innosti sorpce a sorpéni kapacity nosice (tabulka 15).

Tabulka 15: Stanoveni koncentrace ovalbuminu na CS/TPP nanogasticich, uc¢innosti sorpce

a sorp¢ni kapacity nosi¢e metodou BCA (pocet opakovani: 4).

Navazka | Ovalbumin/NP —| Uc&innost | Sorpé&ni kapacita
proteinu prima detekce sorpce nosice [ug/4mg]
[mg] [ng/4 mg] [%6]
0,5 102,8 (= 16,4) 237 31,1 (6,2 %)
(19,6 %)

Z ptimého méfeni koncentrace ovalbuminu na 4 mg nanocéstic a nepfimym hodnocenim
ucéinnosti sorpce vyplyva, Ze se na nanocastice metodou sorpce navazalo 19,6-23,7 % z celko-
vého mnozstvi vlozeného proteinu. Niz§i procentudlni hodnota ucinnosti sorpce ziskana z pii-
mého méteni koncentrace ovalbuminu na nanocasticich, je pravdépodobné ovlivnéna sorpci

ovalbuminu do vnitini struktury nanocastic, ktera je pro reagencie metody BCA nepfiistupna.

4.4.3 Hodnoceni metody sorpce ovalbuminu na nanomaterialy

Ze ziskanych vysledkl bylo provedeno srovnani Gc¢innosti sorpce ovalbuminu z pfimého
meéfeni proteinu metodou BCA na chitosanovych nanovldknech a na CS/TPP nanocasticich
s metodou entrapmentu (graf 5). Na nanovlakna i nano¢astice bylo sorbovano celkem 0,5 mg

ovalbuminu.
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Graf 5: Stanoveni koncentrace vazaného ovalbuminu na chitosanovych nanomaterialech metodou

sorpce a metodou entrapmentu piimou kvantifikaci (vztazeno na 4 mg nanomaterialu).

Z vysledkt vyplyva, ze byl ovalbumin nejucinnéji vazan metodou entrapmentu, poté nasle-
duje metoda sorpce na CS/TPP nanocastice. Na nanocastice bylo sorbovano 102,8 pg ovalbu-
minu na 4 mg ¢astic a na nanovlakna 27,4 pug ovalbuminu na 4 mg nanovlakna. Metodou en-
trapmentu bylo do CS/TPP nanocastic zachyceno 284,5 pug ovalbuminu na 4 mg ¢astic.

Dale bylo provedeno srovnani u¢innosti sorpce ovalbuminu (graf 6) a sorp¢ni kapacity no-
sice (graf 7) setrapmentem ovalbuminu nepfimym stanovenim koncentrace proteinu

na CS/TPP nanocasticich a chitosanovych nanovlaknech metodou BCA.
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Graf 6: Srovnani G¢innosti sorpce ovalbuminu na chitosanové nanovlakna a CS/TPP nanocastice

s metodou entrapmentu (vztaZzeno na 4 mg nanomaterialu).

Dle nepfimého hodnoceni Ize fici, Ze nejvyssi ucinnost je ziskana metodou entrapmentu
ovalbuminu, poté nasleduje metoda sorpce ovalbuminu na CS/TPP a sorpce na chitosanova

nanovlakna.
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Graf 7: Srovnani vazebnych kapacit CS/TPP nanog¢astic a chitosanovych nanovlaken se sorbova-

nym ovalbuminem s metodou entrapmentu (vztazeno na 4 mg nanomaterialu).

Podle neptimého hodnoceni mizeme vidét, ze je vazebna kapacita CS/TPP nanocastic
s ovalbuminem vys$§i U entrapmentu a u sorpce nez u chitosanovych nanovlaken s ovalbumi-

nem.

4.5 Zachyceni epidermalniho ristového faktoru do nanocastic

V této préci byla pro vazbu ovalbuminu na chitosanové nanovldkna a CS/TPP nanocastice
zavedena metoda entrapmentu, a byla porovnana s metodami sorpce a karbodiimidové metody.
U kazdé metody byla hodnocena ti¢innost vazby ovalbuminu na nanomaterial z pfimého méteni
proteinu na nanomateridlu a nepfimo vypoctem uc¢innosti vazby a vazebné kapacity nosice me-
todou BCA. Z jednotlivych vysledkt byly ptipraveny souhrnné grafy (grafy 4-7), podle kterych
byla vybrana nejvhodnéjsi metoda vazby, material a koncentrace pro vazbu lidského rekombi-
nantniho epidermalniho ristového faktoru (EGF). Z vysledkt vazeb s ovalbuminem je ziejmé,
ze metoda entrapmentu do CS/TPP nanocastic vykazuje nejvyssi i¢innost a zaroven i vazebnou
kapacitu nosi¢e, ktera se se zvySujicim mnoZstvim navazaného proteinu zvysovala. Uinnost
entrapmentu do CS/TPP nanocéstic se zvySovala se sniZzujicim mnoZstvim vazaného proteinu.

Pro vazbu rastového faktoru byla tedy zvolena metoda entrapmentu do CS/TPP nanocastic

a dvé navazky, 0,15 mg a 0,25 mg EGF.

Cilem experimentu bylo vytvofit polymerni nanoc¢astice se zachycenym lidskym rekombi-

nantnim epidermalnim ristovym faktorem metodou entrapmentu. EGF je produkovavéan
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v E. Coli a purifikovan patentovanymi chromatografickymi technikami. Jedna se o jediny neg-
lykosylovany polypeptidovy fetézec obsahujici 53 aminokyselin s molekulovou hmotnosti
6,2 kDa. Roztok EGF je stabilni pii 4 °C po dobu 2-7 dni. Lyofilizovany EGF je stabilni
pii 25 °C po dobu tii tydnii a pro dlouhodobé skladovani se doporucuje EGF uchovavat pii tep-
loté pod -18 °C [103].

Pted zacatkem experimentll byla provedena analyza na polyakrylamidové elektroforéze pro-
teind s SDS a tricinem (Tricin-SDS PAGE) pro ovéfeni Cistoty EGF popsané v kapitole 3.15
(obrazek 22). Na vysledném elektroforeogramu lze v pozici 3 vidét jediny protein EGF, s od-
povidajici molekulovou hmotnosti. Mimo tento protein je u vzorku viditelna kontaminace prav-

dépodobné zptisobena nedostatecnym promytim Hamiltonovy pipety pied davkovanim vzorku.

kDa
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1.4

Obrazek 22: Tricin-SDS-PAGE epidermalniho ristového faktoru (1 pg). Pozice: 1 - polypeptidovy
marker s merkaptoethanolem (1,4-26,6 kDa), 2 - marker (250-10 kDa), 3 - EGF a metkaptoethanolem

(1 pg). Barveno amoniakalnim stfibrem; 16,5% délici gel.

Podle kapitoly 3.10 byly ptipraveny CS/TPP nanocastice s EGF metodou entrapmentu. Prin-
cipem piipravy €astic bylo ionotropni gelovaténi chitosanu s anionty tripolyfosfatu (TPP), kdy
dochdzelo béhem tvorby nanocastic k zachyceni EGF do ¢astic. Roztok EGF byl ptidavan
pfimo do roztoku chitosanu, protoze na zaklad¢ blizkosti svého izoelektrikého bodu (pl 4,43)
pH pracovniho roztoku je EGF negativné nabity a s chitosanem se tak pii pH 6,2 pfitahuje.
K této smési byl pomalu piikapavan aniont TPP, diky kterému dochdzelo ke sraZeni a tvorbé

¢astic. Byly zvoleny dvé navazky EGF (0,15 mg a 0,25 mg), které byly zvoleny na zakladé
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vysledkil S pouzitim ovalbuminu v Kapitole 4.1, s ohledem na Gi¢innost vazby a vazebnou kapa-
citu nosice.

Jednou z analyz G¢innosti entrapmentu bylo méfeni DLS velikosti ¢astic v deionizované
vodé podle kapitoly 3.13. Velikosti ¢astic jsou uvedeny v tabulce 16 a uvedené hodnoty jsou
prumérem z tripletti. DLS velikosti nanocastic se pohybovaly v rozmezi 193-239 nm. Jako kon-
trolni vzorky slouzily CS/TPP nanocastic bez zachyceného EGF. Distribuce velikosti ¢astic se
zachycenym EGF zobrazené na obrazku 23 ukazuji na mirné nehomogenni suspenze v deioni-

zované vode.

Tabulka 16: Hydrodynamicka velikost pfipravenych CS/TPP nanocastic s EGF
(0,15 mg a 0,25 mg) (pocet opakovani: 3).

Navazka proteinu Primér d Smérodatna
[mg] [nm] odchylka [nm]
0 242,1 +23
0,15 204 +12
0,25 215,0 +22,6
~100
&1 -90

15

10+

a) Diameter (nm)

20+

b) Diameter {nm)
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Obrazek 23: Distribuce DLS ptipravenych CS/TPP nanocastic s EGF. Méfeno na piistroji Horiba.
a) CS castice bez EGF (4 méfeni vypusténa), b) CS castice s 0,150 mg EGF (1 méfeni vypusténo),
c) CS castice s 0,250 mg EGF (3 méfeni vypusténa).

U vytvofenych CS/TPP ¢astic s EGF byla dale sledovana G¢innost entrapmentu a entrapmen-
tova kapacita nosice, a to nepfimou metodou stanovenim koncentrace ristového faktoru v roz-
toku pied vazbou a po vazbé metodou BCA z kapitoly 3.13.2 (tabulka 17).

Pro stanoveni pfesné koncentrace ristového faktoru byla nejprve ptipravena podle kapitoly
3.12.1 kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance barevného produktu na koncentraci proteinu
(graf 8), ktera byla vyjadfena rovnici linearni regrese y = 0,0082x + 0,0369 s hodnotou spoleh-
livosti R? = 0,9946. Kalibraéni rovnice byla pouzita ke sledovani u¢innosti vazby riistového

faktoru na CS/TPP nanodastice.
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Graf 8: Kalibra¢ni kiivka ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml pro stanoveni koncentrace proteinu

metodou BCA (pocet opakovani: 2).
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Tabulka 17: Charakteristika CS/TPP nanocastic s EGF (0,15 mg a 0,25 mg) vypoc¢tem u¢innosti

entrapmentu a entrapmentové kapacity nosic¢e nepiimo metodou BCA (pocet opakovani: 3).

Navazka Uc¢innost Entrapmentova

proteinu entrapmentu kapacita nosice

[mg] [%0] [ng/4mg]
0,15 39,3 25,2 (16,8 %)
0,25 15,6 9,5 (3,8 %)

Dle neptimého hodnoceni lze vidét, Ze se ucinnost entrapmentu EGF do CS/TPP nanocastic
se snizujicim mnozstvim vazaného proteinu zvySuje. Zaroven je mozné pozorovat, Ze se se

snizujicim mnozstvim vazaného EGF zvySuje 1 entrapmentova kapacita nosice.

4.6 Sledovani uvoliiovani proteinii z nanocastic

U CS/TPP nanocastic Se zachycenymi proteiny pouzitymi v této praci byla sledovana mira
uvoliiovani proteinu do 0,1 M fosfatového pufru o pH 5,5 a PBS pufru o pH 7.4 pii 37 °C,
a také do PBS pufru o0 pH 7,4 pii laboratorni teploté podle metody v Kapitole 3.4 a 3.11. Uvol-
fovani proteinu z nanocastic je ovlivnéno jak vlastnostmi nanomaterialu, tj. chemickymi, struk-
turalnimi a fyzikalnimi vlastnosti, tak vlastnostmi samotného proteinu (pl), zptisobem vazby
proteinu k nanomaterialu a i reakénimi podminkami jako napf. teplotou, iontovou silou a pH
[6]. Testy uvoliiovani in vitro se bézné pouzivaji jako ukazatel chovani nanomaterialti in vivo

a obecné jsou provadény prevazné pii fyziologické teploté (37 °C) [93].

4.6.1 Sledovani uvolinovani ovalbuminu z nanoc¢astic

Do CS/TPP nanocastic byl metodou entrapmentu zachycen ovalbumin o mnozstvi 0,25 mg
a 0,5 mg. Vzorky byly v 1 ml pfislusného pufru a cely objem supernatantu byl v ¢asovych in-
tervalech (15 minut az 72 hodin) n€kolikrat vyménén. Pro tento experiment byla zvolena labo-
ratorni teplota (25 °C) a fyziologicka teplota (37 °C). Obvykle jsou V téchto experimentech
vyuzivany fyziologické roztoky PBS anebo fosfatovy pufr. Experiment byl proveden pii fyzi-
ologickém pH 7,4 a pii kyselejsim pH 5,5, kdy bylo cilem pfiblizit pH kiiZe.

Uvolnovani 0,25 mg ovalbuminu z CS/TPP nanocastic bylo sledovano za mirného otaeni

pfi laboratorni teplot¢ v PBS pufru o pH 7,4 auvoliovani 0,5 mg OVA z CS/TPP ¢astic
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pti 37 °C za mirn¢ho tfepani v PBS pufru o pH 7,4 a 0,1 M fosfatovém o pufru pH 5,5. Kon-

centrace proteinu ve frakcich byla stanovena pomoci metody BCA z kapitoly 3.12.2.

Pro vyhodnoceni uvolnovani ovalbuminu z nanoc¢astic byla pouzita metoda kumulativni
kiivky uvedené v [98], ktera vyjadiuje koncentraci uvolnéného proteinu v promyvacich frak-

cich v ¢ase. Kumulativni kfivka uvoliovani ovalbuminu z CS/TPP nanocéstic je znazornéna

na grafu 9.
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Graf 9: Kumulativni kiivka uvoliiovani ovalbuminu z CS/TPP nanocastic v promyvacich frakcich

(vztaZzeno na 4 mg Castic; pocet opakovani: 3).

Z vysledku sledovani uvolnovani lze v obou ptipadech (0,25 mg i 0,5 mg) pozorovat, Ze se
Z nanocastic uvolnilo malé mnozstvi proteinu pouze v prvnich 15 minutach a dal k uvoliiovani
proteinu nedochazelo, bez ohledu na zvolené pH roztokt. S ohledem na velkou molekulovou
hmotnost ovalbuminu (42,7 kDa) 1ze piedpokladat nizkou rychlost uvolnéni. Protein pravdépo-
dobn¢ zlstava zapouzdien uvnitt ¢astic a k jeho uvolnéni by mohlo dojit pouze degradaci chi-

tosanovach ¢astic.

4.6.2 Sledovani uvolnovani rustového faktoru z nanocéastic

U polymernich nanocastic s epidermalnim rastovym faktorem vytvorenych metodou etrap-
mentu byla sledovana mira uvolnéni ristového faktoru z nanocéstic v €ase, pii 37 °C za mir-

ného tiepani do PBS pufru o pH 7,4 podle metody z kapitoly 3.11.
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Vzorky ptipravenych nanoc¢astic s EGF (3 mg) byly v 1 ml PBS pufru o pH 7,4 a cely objem
supernatantu byl nékolikrat v ¢asovych intervalech (15 minut az 96 hodin) vyménén. Koncen-
trace uvolnéného ristového faktoru v odebranych frakcich byla stanovena pomoci metody BCA

z kapitoly 3.12.2.

Pro vyhodnoceni uvoliiovani EGF z nanocastic byla pouzita metoda kumulativni kiivky
podle [98], ktera vyjadiuje koncentraci uvolnéného proteinu v promyvacich frakcich v Case.

Kumulativni kiivka uvoliovani EGF z CS/TPP nano¢astic je znazornéna na grafu 10.
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Graf 10: Kumulativni kiivka uvoliiovani EGF (0,25 mg; 0,15 mg) z CS/TPP nanocastic v promy-

vacich frakcich (vztazeno na 3 mg Castic; pocet opakovani: 3).

Z vysledku sledovani uvolnovani EGF z CS/TPP nanocastic 1ze pozorovat pozvolné uvol-
novani proteinu z ¢astic v prvnich 2 hodinach u obou mnozstvi EGF (0,15 mg a 0,25 mg) va-
zaného do ¢astic. U mnozstvi 0,25 mg EGF pozorujeme také nejvetsi mnozstvi uvolnéného
proteinu jiz v prvnich 15 minach. Uvolnéni EGF z pocatku experimentu mtize souviset s jeho
malou molekulovou hmotnosti, ale mize byt také vysvétleno zbytkovym sorbovanym protei-
nem V povrchové vrstvé castic. U Cast sledovani 24 hodin a déle nedochazelo ke zvyse-
nému uvoliiovani proteinu. Protein zlistal zapouzdien uvnitt ¢astic a k jeho uvolnéni by doslo

ziejmée degradaci castic.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byly studovany rizné vazby modelového proteinu ovalbuminu
na nanovlakenné a nanocasticové nosice z chitosanu. Nejprve byla zavedena metoda entrap-
mentu ovalbuminu do chitosanovych nanocastic a byl sledovan vliv koncentrace proteinu
pro piipravu castic a u¢innost vazby. S ohledem na U¢innost entrapmentu a entrapmentové ka-
pacity nosice byla vyssi u¢innost pozorovana u koncentrace 0,25 mg a 0,15 mg ovalbuminu
na 4 mg &astic. Céstice byly také charakterizovany pomoci méfeni jejich hydrodynamické ve-
likosti, kdy nebyl pozorovéan vyrazny vliv zachyceného ovalbuminu na velikost ¢astic. Name¢-

fena velikost Castic byla v obou koncentraci v rozmezi 180-203 nm.

Pfipravené chitosanové nanocastice se zachycenym ovalbuminem byly dale zabaleny do al-
ginatu sodného, ktery mtize zvySovat stabilitu nanocastic s ligandem. Alginat-chitosanové ¢as-
tice s ovalbuminem vykazovaly ptitomnost shlukii a agregatt a jejich DLS velikost se pohybo-
vala ve velkém rozmezi (859-6623 nm). Problém s pfipravou ¢astic by mohlo pomoci vyfesit

sledovani zeta potencialu ¢astic v jednotlivych krocich ptipravy.

Ovalbumin byl pomoci kovalentni karbodiimidové vazby a sorpce imobilizovan na nano-
Castice a nanovlakna z chitosanu. Cilem bylo porovnani u¢innosti vazby ovalbuminu na nano-
materialy s metodou entrapmentu a vybér vhodné metody a materidlu pro vazbu lidského re-
kombinantniho epidermalniho riistového faktoru (EGF). Uginnost vazby ovalbuminu odlinymi
metodami byla hodnocena pomoci BCA stanoveni. U jednotlivych metod byly zaznamenany
velké rozdily v u€innosti vazby. Nejvyssi ucinnost vazby (65,2 %) a vazebnou kapacitu nosice
(22,6 %) vykazovaly chitosanové nanocastice se zachycenym ovalbuminem metodou entrap-

mentu.

EGF byl navazan do CS/TPP nanocastic metodou entrapmentu. U nanocastic s navazkami
0,15 mg a 0,25 mg EGF mély namétené DLS velikosti hodnoty v rozmezi 193-239 nm. Distri-
buce velikosti ¢astic poukazovala na mirné¢ nehomogenni suspenze. Stanovenim proteinu
u obou piipravenych ¢astic bylo zjisténo, Ze se U€innost entrapmentu EGF do nanocastic i va-

zebna kapacita nosice se vzristajici navazkou proteinu snizovala.

U CS/TPP nanocastic s ovalbuminem i u nanocastic s EGF byla sledovana mira uvoliiovani
proteinli z nanocastic v ¢ase do roztokii o pH 5,5 a 7,4 a teplotach 25 a 37 °C. Z kumulativnich
kiivek uvoliovani ovalbuminu do 0,1 M fosfatového pufru o pH 5,5 pii 25 °C a do PBS pufru
o pH 7,4 pi 25 a 37 °C vyplynulo, Zze dochazelo k uvolnéni malé koncentrace proteinu pouze

Vv prvnich 15 minutach. K dal$imu uvolnéni by zfejmé muselo dojit degradaci ¢astic. Vysledky
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uvolnovani EGF z nanocastic do PBS pufru o pH 7,4 pti 37 °C poukazovaly na pozvolné uvol-
novani proteinu v prvnich 2 hodinach u obou zachycenych koncentraci EGF (0,15 mga 0,25 mg
ve 4 mg ¢astic) do ¢astic. U mnozstvi 0,25 mg EGF bylo pozorovano také nejvétsi mnozstvi
uvolnéného proteinu jiz v prvnich 15 minach. U dalSich ¢ast k uvoliiovani proteinu nedocha-

zelo.
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