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Abstract

The purpose of the paper is to describe the production and characterization of chitosan nanoparticles and
electrospun chitosan nanofibers as carriers for microbial collagenase. These proteolytic highly active and stable
carriers have potential of advanced bioactive wound dressings. The morphology and the microstructure of
nanofibers and nanoparticles were examined using a scanning electron microscopy and dynamic light
scattering. Low molecular weight chitosan/TPP nanoparticles prepared ratio 2:1 showed size range 130 — 142
nm. Specific collagenase activity 0.545 x 103 U/ mg for chitosan nanofibers and 0.684 x 103 U/mg of
nanoparticles was quantified using the hydrolysis of a peptidic substrate (Pz-peptide) and is expressed per mass
of chitosan biomaterial. Storage stability and reusability collagenase chitosan nanofibers and collagenase
chitosan nanoparticles did not fall under 73% of original activity.

Souhrn

Ucelem této prace je piiprava a charakterizace nanoéastic z chitosanu, které slouzily jako nosi¢ mikrobidlni
kolagenazy (EC 3.4.24.3) a jejich srovnani s chitosanovymi nanovlakny s kolagenazou. Proteolyticky vysoce
aktivni a stabilni nosi¢e maji potencial pro pokrocilé kryty ran. Morfologie a mikrostruktura nanocdstic a
nanovlaken byly sledovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Hydrodynamickd velikost
pfipravenych nanocastic byla sledovana mérenim dynamického rozptylu svétla s pouzitim nizkomolekularniho
chitosanu a TPP v poméru 2: 1 byla v rozsahu 130 - 142 nm. Pro kvantifikaci specifické aktivity kolagendzy
imobilizované na obou biomateridlech byla pouZita metoda hydrolyzy peptidového substratu (Pz-peptidu) a
hodnoty byly 0,545 x 10 U/mg nanovldken a 0,684 x 103 U/mg nano&astic. Stabilita pfi skladovéani a operaéni
stabilita kolagenazy na chitosanovych nanovlaknech a chitosan/TPP nanocasticich neklesla pod 73% pUvodni
aktivity.

1. Uvod

Chitosan (CS) je universalni pfirodni biomaterial odvozeny od chitinu [poly(B-1, 4-N-acetyl-D-glukosa-
2-amin)]. Jedna se o polymer s dlouhym fetézcem vznikajici deacetylaci chitinu, jeZ je jednim z
nejhojnéjsich prirodnich polysacharidl nachazejici se v bunécné sténé mikroorganismu, jako jsou
kvasinky ¢i jiné houby, ddle v exoskeletech korysli a hmyzu, a v dalSich nékolika specializovanych
organech, jako jsou zobdaky u hlavonozcl. Mlze ovsem poskytovat polymery s odliSnymi vlastnostmi,
cozZ je podstatné pro charakterizaci chitosanovych vzorkd (jde o molekulovou hmotnost a stupen
deacetylace) [1-6].



Nanocastice z CS jsou tvoreny procesem zaloZzenym na komplexaci opacné nabité molekuly
elektrostatickymi interakcemi [7]. Nanocastice jsou snadno konstruovany s vyuzitim ionotropniho
gelovaténi chitosanu (polykationtu) s tripolyfosfatem (aniontem) [8, 9]. Nizkomolekularni chitosan je
vhodny predevsim diky své vétsi rozpustnosti v neutralnich vodnych rozpoustédel s nizkou viskozitou
a rychlé degradaci, nez chitosan s vyssi molekulovou hmotnosti [2, 10].

Nanovldkenna forma CS pfindsi dalsi uzitné vlastnosti, jako je obrovsky mérny povrch a vysokd
porozita, které vedou k dobré propustnosti pro kyslik a vodu [11, 12]. Tyto vlastnosti podporuji
bunécéné dychani, regeneraci pokozky, zadrzovani vihkosti, odstranéni vymeésk( a hemostazy [13].

Nanovlakenna vrstva je vyrobena napt. pomoci elektrostatického zvlaknovani (elektrospinningu). V
tomto dobre zavedeném procesu vytvari vldkna s rozméry stovek nanometr( v priméru 3rozmérnou
vrstvu [14]. Pfikladem vhodného davkovaciho systému je kolagendza uloZeny uvniti elektrostaticky
poly (ethylenoxid) nanovldken uvolnuje aktivni molekuly béhem hydratace [15]. Kolagenazy se
pouzivaji pro Siroké spektrum biotechnologickych aplikaci; jsou vhodné pro izolaci Sirokého spektra
bunécénych typl, zejména fibroblast(, lidské a hlodavcl hepatocytd, Zabich oocytl a epitelidlnich
bunék [16]. Klostridialni kolagenazy jsou schopné degradovat rlizné typy kolagenu a Zelatiny, co? je
podstatou enzymatického vycisténi rany, ¢asto pouzivané technika pro odstranéni nekrotické tkané z
rany. Mikrobidlni kolagendaza je v soucasnosti pouzivana jako ucinna latka ve formé masti (lruxol®
Mono mast), ve vsech pfipadech bezpecné a efektivni volby pro debridement koZnich viedl a
popalenin [17 - 19].

Tato prace popisuje vyrobu a charakterizaci chitosanovych nanovlaken pfipravenych
elektrospiningem a nanocastic z chitosanu jako nosi¢l pro mikrobidlni kolagendzu. Kovalentni vazba,
pouzitd v této prdci, slouzi k Ucinné prevenci denaturace a uvolnéni enzymu [20]. Imobilizace
kovalentni vazbou zejména u proteaz navic sniZuje autokatalyticky proces a kontroluje tak proteolyzu
[21, 22]. Vazba kolagenazy z Clostridium histolyticum na nosi¢e byla provedena pouZzitim
karbodiimidové metody. U obou chitosanovych nosi¢l byly sledovany aktivita, stabilita a opakované
poufziti (operacni stabilita) imobilizované kolagendzy. Aktivita imobilizované kolagenazy, jako zakladni
parametr aktivni formy enzymu, byla kvantifikovana hydrolyzou syntetického peptidového substratu.

2. Experimentalni cast
2.1. Chemikalie a zafizeni

Nanovlakna z chitosanu byly pfipraveny podle [23], chitosan (MW 47 kDa, deacetylace 80 %,
Contipro, Dolni Dobrouc), chitosan Il (MW 50-190 kDa, stupen deacetylace >70%, Sigma Aldrich),
collagenase NB 4G z Clostridium histolyticum (70 - 120 kDa, obsahuje class | and class Il kolagenazu,
PZ activity (Wunsch): > 0.18 U/mg) a Pz-peptide (4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-
Arg, Mr = 776.9) (Serva Electrophoresis GmbH, Germany), tripolyphosfosfat sodny (TPP) and other
pure chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. PFiprava nanocastic z chitosanu
Roztok 2,28 mM TPP byl v malém mnoiZstvi pfikapavan k 0,2 % roztoku chitosanu v pomérech podle
tabulky 1. Smés byla nasledné michana na magnetickém michadle po dobu 30 minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby byla provedena dialyza. 10 ml roztoku s pfipravenymi nanocdasticemi s
poméry chitosanu | a TPP (1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 2,5:1) a s pomérem chitosanu Il a TPP (2:1 a 2,5:1) byly
pipetovany do dialyzacnich strivek. Dialyza vzork( probihala do prostfedi redestilované vody nebo do
0,1 M octanového pufru pH 5,5 16 hodin pfi laboratorni teploté s mirnym tfepanim. Pfipravené
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nanocdstice byly skladovany pfi 4 °C a to v prostfedi, ve kterém byly dialyzovany. Vzorky bez dialyzy
byly skladovany v plvodnich vodnych roztocich po jejich smichani.

Tab. 1. Pfehled pouZitych pomérd reagencii k pfipravé nanodastic z chitosanu.

Objemové poméry chitosan:TPP 0,2 % chitosan | nebo Il [ml] 0,084 % TPP [ml]
1:1 15 15
1:2 15 30
1:3 15 45
2:1 30 15
2,5:1 37,5 15

2.3. Méreni hydrodynamické velikosti ¢astic

Vzorky v poméru chitosanu | a TPP (2:1; 1:3; 2,5:1) a ddle vzorky s pomérem chitosanu Il a TPP (2:1 a
2,5:1) byly odeslany ke zméreni hydrodynamickych velikosti (DLS) pfipravenych nanodcastic. Do
objemu 1,5 ml ptislusného prostredi bylo do kyvety odebrdno 250 ug nanocastic. Vzorky bez dialyzy
byly doplnény do toho objemu 0,1 M octanovym pufrem pH 5,5. Distribuce velikosti ¢astic byla
méfena pri laboratorni teploté pomoci zeta potencidlu nanocastic a zkoumana s pouZitim zeta
analyzatoru uZivajici Zetasizer (Ver. 7.03, Malvern Instruments Ltd., UK). Tato méreni byla provadéna
v 6ti popfipadé 12ti opakovanich a s vystupem hodnot DLS byly udany smérodatné odchylky.

2.4. Lyofilizace a SEM analyza nanocastic
Vzorky nanocastic z chitosanu byly zmrazeny na - 80 °C. Lyofilizator Scan Vac CoolSafe s komorou a
vakuovou pumpou (software Scanlaf CTS006, Trigon Plus, s. r. 0.) byl temperovan nejméné 30 minut
na - 90 °C. Vzorky byly poté vloZzeny do komory a vymrazovaci proces za nizkého tlaku probihal po
dobu nejméné 5 hodin. Analyza skenovaci elektronovou mikroskopii byla provedena s pouzitim
zafizeni TESCAN VEGAS3 s detekci primarnich elektrond. Pro zvyseni jejich vodivosti byl vzorek ¢astic
potaZen vrstvou zlata (0,2 nm) pomoci Balzerova prachového postfikovaciho zafizeni.

2.5. Imobilizace kolagenazy na biomaterialy

Vzorky s nanocasticemi (1 ¢i 2 mg nanocastic) byly centrifugovany po dobu 5 minut a 5 000 otacek za
minutu. Po odstranéni supernatantu byly nanocastice byly promyty 1 ml 0,01 M fosfatovym pufrem
pH 7,3 a opét a poté bylo k nanocasticim v rychlém sledu pfidano 0,2 ml roztoku EDC, 0,2 ml roztoku
sulfo-NHS a po rychlém promichani 0,5 ml roztoku kolagenazy. Reakéni smés byla doplnéna 0,1 ml
0,01 M fosfatového pufru pH 7,3 a inkubovana 16 hodin pfi 4 °C za mirného otdceni. Imobilizace byla
provedena vdubletu vzork(l. Nanodastice s imobilizovanym enzymem byly po inkubaci
centrifugovany a promyty 3 x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3, jednou 1 ml 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,3s1 M NaCla 2 x1ml0,1 M fosfatového pufru pH 7,3.

Pro imobilizaci kolagendzy na nanovlakna byl pouzZit postup viz vySe. ZvaZieny vzorek nanovldken mél
rozméry 1,5 x 1,5 cm.

2.6. Stanoveni aktivity kolagenazy na biomaterialech
Nanovldkna ¢&i nanocastice s kolagendzou byly 3krat promyty 1 ml 30 mM Tris-HCl pH 7,0 s 0,2 M
NaCl a 25 mM CaCl2. U nanocastic byl pted poslednim promyti zafazeno ultrazvukovani. Nasledné k
nim bylo pfidano 1,8 ml stejného pufru a 0,2 ml zdsobniho roztoku Pz-peptidu lll. Slepy vzorek byl
tvoren 1,8 ml redestilované vody a 0,2 ml tohoto pufru. Reakéni smési byly nasledné inkubovany 25
minut za mirného kyvani na tfepacce (pro nanovldkna) anebo za mirného otaceni na rotatoru (pro
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nanocastice) pfi teploté 37 °C. Po inkubaci (u nanodastic nasledovala centrifugace vzorkl) byl
odtazen supernatant a k nému bylo pfidano pro zastaveni reakce 0,25 ml 22 % kyseliny citronové. K
této rekéni smési bylo pipetovano 2 ml ethylacetatu a intenzivné protrepano po dobu 20 sekund. U
organické faze (1 ml) byla mérena absorbance pfi 320 nm v kfemenné kyveté na spektrofotometru
Libra proti slepému vzorku.

3. Vysledky a diskuse

V této praci je predstavena strategie kovalentni biofunkcionalizace nanocastic (NP) a nanovlaken
z chitosanu (CS) kolagenazou z Clostridium histolyticum. Cilem bylo pfipravit vysoce aktivni a stabilni
proteolyticky aktivni polymerni nanocastice s potencidlem vyuZiti jako pokrocilych bioaktivnich
obvazovych materiall a porovnat je s bioaktivnimi nanovlakny.

Proces tvorby NP z chitosanu byl zaloZzen na spojeni opacné nabitych molekul vlivem
elektrostatickych interakci podle postupu prace [8]. Procesu ionotropniho gelovaténi se ucastnil
chitosan o MW 47 kDa (chitosan |) nebo 50-120 kDa (chitosan Il) jako polykationt s anionty
tripolyfosfatu (TPP) [2]. Pro dosazZeni velikosti NP okolo 100 nm, byly pouZity rizné poméry CS k TPP.
Pro zjisténi velikosti pripravenych CS/TPP nanocastic bylo pouzito méreni hydrodynamického
rozptylu svétla (DLS). Velikosti nanocastic byly porovnavany s ohledem na pouzity dialyzacni roztok s
NP po ptipravé (tab. 2, obr. 1). Nejvétsi shoda u NP cCerstvé pripravenych (vzorek 1) a nanocastic
dialyzovanych do 0,1 M acetatového pufru pH 5,5 (vzorek 2) byla u poméru CS:TPP 2:1. Pro dalsi
kroky této prace byl pouzit tento pomér pro pripravu NP.

Dulezitym a sledovanym parametrem pro aktivni a stabilni biomateridl pfipravenych NP byl vliv
skladovacich podminek. Pfipadny efekt byl sledovan pomoci méreni DLS a velikost distribuce. NP byly
skladovany v dialyza¢nim roztoku tj. v 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5, pfi 4° C. Vysledky DLS velikosti
(tab. 2) ukazuji, Ze u vzorku 3 doslo pouze k malému zvétseni ve srovnani s NP po pripravé (vzorek 1)
a po dialyze (vzorek 2). Stejny trend je mozny pozorovat u distribuce velikosti (obr. 1).

Tab. 2. Vysledky mé&Feni DLS CS / TPP nanocastic s pomérem CS:TPP 2:1 (1 - 3). Podminky - koncentrace vzorku
Castic 16,67%, vortexovani pred mérenim, 25° C, 0,1 M acetatovy pufr pH 5,5.

Vzorek castic Stfedni velikost Dy (nm) SD

(1) CS/TPP nanodastice, pred dialyzou 132.4 1.57
(2) CS/TPP nanodastice, po dialyze 139.3 1.78
(3) CS/TPP nanodastice, po 7 tydnech skladovani a dialyze | 142.6 1.31
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Obr. 1. Distribuce velikosti CS/TPP nanocastic (1-3). Symbol kolecko — nanocastice bez dialyzy (1), trojuhelnik —
nanocastice po dialyze (2), nanocastice po 7 tydnech skladovani a dialyze (3)).

Nanocastice a nanovlakna byly studovany morfologickou analyzou pomoci rastrovaci mikroskopie na
pfistroji VEGA3 TESCAN instrument. Pro pfipravu nanovldken byla vyuZita beztryskova zvldknovaci
technologie Nanospider™ [24], kterd umoiZfiuje tvorbu vldken desitek nanometrd do desitek
mikrometrd v priiméru. Nanovlakenné membrany pouZité v této praci mély sitku nanovldken do 200
nm a hmotnost na jednotku plochy 20 g/m? (obr. 2).

Studii morfologie ptipravenych CS/TPP nanocastic predem lyofilizovanych z destilované vody (viz obr.
2A a B), byl potvrzen ¢asticovy charakter. Nanesenim lyofilizovaného vzorku na podlozku a potazenim
tenkou vrstvou zlata bylo mozné pozorovat vyraznou tvorbu agregatl s porézni strukturou.

SEM HV: 20.0 kV ‘WD: 8.28 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 8.28 mm
View fleld: 41.5 ym Det: BSE View field: 13.8 ym Det: BSE View field: 3.46 ym Det: BSE
SEM MAG: 5,00 kx _ Date(midly): 0421115 SEM MAG: 15.0 kx _ Date(midly): 03121116 SEM MAG: 60.0 kx _ Date(midly): 0321118

Obr. 2. Rastrovaci elektroniva mikroskopie nanovldken a CS/TPP nanocastic z chitosanu. Zvétseni A) 5,000x a
detail 18,000x, B) 15,000x%, C) 60,000x. VEGA3 TESCAN instrument.

Imobilizace kolagendzy na nanocastice a nanovldkna byla provedena karbodiimidovou metodou
podle [25], kdy se vytvofila amidovd vazba mezi aminovou skupinou kolagenazy a karboxylovou
skupinou chitosanu. Nejprve vznikal meziprodukt (O-acylisomocovina), ktery poté reagoval s
aminovou skupinou, ¢imz byla vytvofena kovalentni amidova vazba. Reakce s pouZitim EDC/sulfo-
NHS jsou obecné povaZovany za vysoce ucinné [25]. CS nanovldkna byly nafezdny na ctverce (1,5 x
1,5 cm). Pfed vlastni kovalentni vazbou byly odtrzeny polypropylenové podlozky a vSechny ctverce
byly zvadzeny. Dialyzované CS/TPP nanocastice (2 mg pevné latky) byly promyty, ultrazvukovany po
dobu 10 minut a po odstranéni supernatantu byla provedena imobilizace kolagenazy. Metoda
stanoveni aktivity kolagenazy byla upravena podle C. H. Evanse a E. Wiinsche a H. G. Heidricha [26,
27]. Principem stanoveni aktivity imobilizované kolagendzy bylo Stépeni nizkomolekuldrniho
substratu Pz-peptidu (4-fenylazobenzyloxycarbonyl-L-prolyl-L-leucyl-glycyl-L-prolyl-D-arginin)  za
vzniku Zlutého produktu (4-fenylazobenzyloxykarbonyl-L-prolyl-Leucin), ktery byl urcen ke
spektrofotometrickému méreni po jeho extrakci do ethylacetdtu. Specifickd aktivita enzymu
imobilizovaného na biomateridlech byla odeétena pomoci kalibracni zavislosti, a je vyjadiena v
jednotkach na hmotnost CS biomaterialu (Tab. 3). Vysledné hodnoty pro kolagenazu imobilizovanou
na nanovlaknech jsou nizsi o 20,3% ve srovndni s kolagendzovou aktivitou na nanocasticich.
Vysvétlenim tohoto rozdilu je odlisnd forma chitosanu, velikost specifického povrchu.

Tab. 3. Aktivita kolagenazy imobilizované na CS nanocastice a nanovlakna.

Vzorek Specificka enzymova aktivita (U/mg vzorku)




CS/TPP nanoddstice s kolagendzou 0.684 x 107
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Obr. 3. Stabilita nanocastic a nanovldken s kolagenazou. A. Skladovaci stabilita. B. Opakované pouZiti

Skladovaci stabilita a opakované poufZiti patii k vyhodam imobilizovanych enzymd. Jejich hodnoty
ukazuji na kvalitu vybrané imobilizaéni metody, pevnosti vazby enzymu knosi¢i a pouzitych
podminek. Pro sledovani dlouhodobého skladovani byly nanocédstice a nanovlakna s kolagendzou po
imobilizaci uskladnény pfi 4°C v optimalnim vodném prostfedi 30 mM Tris-HCl pufru pH 7.0 s 0.2 M
NaCl a 5 mM CaCl, a byly sledovany vidy po tydnu po celkovou dobu 4 tydni. Poté byla stanovena
specifickd enzymova aktivita u kazdého vzorku v dubletu a vysledky jsou uvedeny naobr. 3A.
Vysledky specifické enzymové aktivity pro nanovldkna s kolagenazou neukdzaly Zadné snizeni (stale
na 100 %) po 4 tydnech, naopak u nanocastice s kolagenazou se aktivita sniZila na 73 % puvodni
hodnoty. Zvyseni kolagenazy CS nanovldken aktivity zaznamenané po 1 tydnu skladovani je béiné
pozorovan jev zplUsobeny obnoveni funkéni konformace enzymu [28]. Vysledky téchto experimentd
opakované potvrdily vysokou proteolytickou aktivitu CS nanovldken a CS/TPP nanodastic
s kolagenazou.

Opakované pouziti CS nanovldken a CS/TPP nanocastice s kolagenazou byly v pribéhu jednoho dne
mérfeny 8 x za sebou. Specifickd aktivita CS/TPP nanocastic s kolagendzou po poslednim béhu
neklesla pod 78% své plvodni hodnoty. Tyto vysledky ukazuji na schopnost imobilizované kolagenazy
opakované stépit cilovou substrat bez podstatné ztraty aktivity. Z vysledk(l nanovlaken s kolagenazou
na obr. 3B jsou patrné vynikajici vysledky aktivit, které neklesly pod 100%.

4. Zavér

V této praci byly biokompatibilni chitosan/TPP nanodéstice a chitosanovéd nanovldkna kovalentné
funkcionalizovdny kolagendzou z Clostridium histolyticum. Srovnanim byla zjisSténa vyssi aktivita
imobilizované kolagendazy na nové pfipravené nanocastice z chitosanu/TPP (0,684 x 103 U/mg) a nizsi
aktivita imobilizované kolagenazy u nanovldken (0,545 x 10 U/mg). Vynikajici stabilita a moZnost
opétovného poufziti imobilizované kolagenazy na nosicich z chitosanu potvrzuji vysoky potencial
pouziti enzymu v debridementu pro hojeni povrchovych ran.
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