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ANOTACE

Cilem prace bylo stanovit optimdlni podminky pro pfipravu nanocastic kyseliny
hyaluronové, vcetné jejich znaceni fluorescenénimi znackami. Dale bylo cilem ziskat
nanocastice na bazi degradovatelného biopolymerniho materialu pro in vivo aplikace
s moznosti detekce jejich distribuce a rozkladu v Zivém organismu. Podafilo se naptiklad
prokazat vliv délky inkubacni doby mezi piidavky acetonu pii piipravé nanocastic

karbodiimidovou metodou ¢i vliv dialyza¢niho roztoku na velikost nanocastic.

KLICOVA SLOVA

radioaktivita, kyselina hyaluronova, radioprotektivni latky, nanocastice

TITLE

Preparation of fluorescently labeled nanoparticles based on hyaluronic acid for in vivo

applications

ANNOTATION

The aim of the work was to establish optimal conditions for the preparation
of hyaluronic acid nanoparticles, including their marking with fluorescent markers. The idea
was to obtain nanoparticles based on degradable biopolymer material for in vivo applications,
with the possibility of detecting their distribution and degradation in a living organism. The
effect of incubation time between the addition of acetone by carbodiimide preparation of

nanoparticles or the influence of dialysis solution on the size of nanoparticles was demonstrated.
KEYWORDS

radioactivity, hyaluronic acid, radioprotective agents, nanoparticles
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

A —nukleonové ¢islo

AAD — dihydrazid kyseliny adipové (z angl. ,,Adipic Acid Dihydrazide*)

BAPA — bis(3-aminopropyl)amin

CD44 — bunécny povrchovy glykoprotein 44 (z. angl. ,,Cluster of Differentiation 44°)

COX-2 — cyklooxygenasa 2

DLS — dynamicky rozptyl svétla (z angl. ,,Dynamic Light scattering®)

DMF — dimethylformamid

DNA — deoxyribonukleova kyselina (z angl. ,,Deoxyribonucleic Acid*)

ECM - extracelularni matrix

EDC — N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid

Fas — transmembranovy protein typu I z rodiny TNF receptorii

FITC — fluorescein isothiokyanat

GAG - glykosaminoglykan

HA — kyselina hyaluronova, popt. hyaluronan (z angl. ,,Hyaluronic Acid*)

HA-NPs — nanocastice kyseliny hyaluronové (z angl. ,,Hyluronic Acid Nanoparticles*)

HARE — hyaluronovy receptor pro endocytoézu (z angl. ,,Hyaluronic Acid Receptor for
Endocytosis®)

HAS — hyaluronan syntasa (z angl. ,,Hyaluronan Synthase*)

ICAM-1 — intracelulérni adhezivni molekula (z angl. ,,Intercellular Adhesion Molecule 1)

Ial — inter-a-trypsin-inhibitor

Lck — tyrosin kinasa (z angl. ,,Lymphocyte-specific tyrosine kinase®)

LYVE — extracelularni vazebna doména (z angl. ,,Lymphatic Vessel Endothelial Receptor)

N — neutronové cCislo

NK buiiky — pfirozeni zabijeci (z angl. ,,Natural Killer cells*)

NPs — nanocastice (z angl. ,,Nanoparticles®)

PI — index polydisperzity

PMN - polymorfonuklearni bunky

RHAMM - hyaluronanem zprosttedkovany receptor pohyblivosti (z angl. ,,Receptor for
Hyaluronan Mediated Motility*)

RILI — poskozeni plic vyvolané zatenim (z angl. ,,Radiation-Induced Lung Injury*)



RNS — reaktivni formy dusiku (z angl. ,,Reactive Nitrogen Species*)
ROS - reaktivni formy kysliku (z angl. ,,Reactive Oxygen Species®)

SD — smérodatna odchylka

SOD — superoxiddismutasa

TCR — T-bunécny receptor (z angl. ,, T-cells Receptor®)

TLR —,,Toll-like* receptory

TNF-o — tumor nekrotizujici faktor a (z angl. ,,Tumor Necrosis Factor o)
Treg — regulacni T-lymfocyty

TSG-6 — protein genu 6 stimulovany TNF (z angl. ,,TNF-Stimulated Gene 6 Protein®)
UDP — uridindifosfat

Z — protonov¢ Cislo

ZAP 70 — zeta asociovany protein (z angl. ,,Zeta-chain-Associated Protein Kinase 70%)



UvVoD

Ionizujici zafeni je neoddélitelnou soucésti Zivotniho prostiedi kolem nés. Aniz bychom
si to uvédomovali, kazdym okamzikem na nas toto neviditelné zareni pusobi, protoze prochéazi
riznymi materialy.

Um¢éle vytvorené ionizujici zatfeni se v dneSni dob¢ uplatiiuje ve spousté odvétvi,
mezi které miizeme zatadit pramysl, zemédélstvi, archeologii a také zdravotnictvi.

V medicin¢ se zafeni vyuziva v Sirokem rozmezi — od sterilizace néstrojii a materialu,
pies diagnostiku, az po 1écbu. Lécba ionizujicim zafenim kromé benefiti mulze piinaset
1 problémy v podobé¢ nezadoucich ucinki poskozeni buné¢k. Pfedchazenim negativnich ucinki
by se zlepsil zdravotni stav pacientll podstupujici radioterapii a nedochazelo by v takové mite
k sekundarné vyvolanym onemocnénim (napf.: radiodermatitida).

Ochrana zdravé tkané pifed ionizujicim zafenim je jednim z hlavnich davoda,
pro¢ se hledaji biokompatibilni materialy s radioprotektivnimi u¢inky. Pfedpokladem pro tyto
materialy je jejich biokompatibilita a biodegradace v organismu bez vétsi zatéze na organismus
pacienta.

Kyselina hyaluronova je biokompatibilni materidl, ktery je lidskému télu vlastni,
proto se predpoklada jeji velice dobra snasenlivost. Nanocastice kyseliny hyaluronové dokonce
vykazuji vyssi stabilitu pfi ptisobeni ionizujicim zéafeni oproti nativni HA. Takovéto poznatky
vedou k dal$imu zkoumani radioprotektivnich Gi€inkii aplikovanych nanocastic in vivo.

O nanodasticich kyseliny hyaluronové jako radioprotektivni latce je malo
publikovanych studii — toto téma neni jesté¢ dostatecné prostudovano a stale se hledaji nové
moznosti aplikace a vyuziti. Uvadi se napf. jeji vyuziti k 1€¢b¢€ po radioterapii, kdy urychluje
hojeni tkani nebo byla pouzita jako zprostiedkovatel distribuce jinych latek
s radioprotektivnimi Gi€inky. Ve studii [1] pouZili kys. hyaluronovou jako oddalovaci raménko,
aby vytvofili vétsi prostor mezi zdravou tkdni a nddorem, ktery mél byt ozaten. Dalsi studie
prokézala vliv receptort na radioprotektivni u€inky kyseliny hyaluronové [2].

Aby se distribuce a degradace nanocastic dala v organismech sledovat, je vhodné je
znacit fluorescencnimi latkami. Jak u nanocastic, tak 1 u znacek je dllezité vybrat ty, které maji
vhodné vlastnosti — nejsou toxické ¢i maji optimalni stabilitu.

Obecné by tedy radioprotektivni latky mély byt biokompatibilni, snadno aplikovatelné

a v neposledni fad¢ také cenové dostupné.



TEORETICKA CAST
1. RADIOAKTIVITA

1.1 Historie radioaktivity

Za objevem piirodni radioaktivity stoji francouzsky fyzik Henri Becquerel.
Jeho ptuvodni vyzkum byl zaméfen na polarizaci svétla, fosforescenci ¢i absorpci svétla
krystaly. Po objevu rentgenového zareni se rozhodl prozkoumat souvislost pravé mezi noveé
objevenym rentgenovym zafenim a pfirozenou fosforescenci. Kdyz po svém otci zdédil
uranove soli, které pfi vystaveni na svétle fosforeskuji, umistil je do blizkosti fotografické desky
pokryté neprithlednym papirem. PiestoZze fotografickd deska nebyla ozafena svétlem, doslo
k jejimu z€ernani. Po dalSich pokusech dosel k zavéru, ze tyto uranové soli vyzaruji neviditelné
zateni [3]. Na jeho prvotni objevy z roku 1896 navazala Marie Curie-Sklodowska, ktera o rok
pozdé&ji toto zareni zkoumala a nazvala jej radioaktivita [4]. Spolu se svym manzelem Pierrem
Curie a Gustavem Bémontem poté zkoumali radioaktivitu i u dalSich prvka, které nove
v roce 1903 udélena Nobelova cena za fyziku. Henri Becquerel ji ziskal za objev spontanni
(ptirozené) radioaktivity, manzelé Curie ji ziskali za studium Becquerelova zéteni [3].

Ernest Rutherford, novozélandsky fyzik, se zabyval v roce 1899 vlastnostmi
radioaktivniho zafeni. Na zakladé rozdilného pronikani zareni rGznymi latkami, jej rozdélil
na slozky. Prvni sloZzkou je tzv. mékka slozka, jejiz zateni dokéze pohltit i list papiru a délka
doletu je pouze n€kolik centimetrti. Patii zde paprsky a. Paprsky B se fadi do tzv. tvrdsi slozky,
jejiz zateni je pronikavéjsi nez zéafeni o a pronika i tenkym hlinikovym plechem. O rok pozdéji,
tj. vroce 1900, Paul Ulrich Villard, francouzsky fyzik, objevil dosud nepojmenované zateni.
E. Rutherford si uvédomil, Ze toto zafeni je mnohem pronikavéjSi nez predchozi objevené
paprsky o a . Posledni z objevenych zafeni bylo pojmenovano jako zafeni y. Mimo jiné si také
E. Rutherford v§iml, Ze za stejny Cas se v radioaktivnim vzorku rozpadne pravé polovina jader.
Ur¢il tak polocas rozpadu [6].

Dalsi experimenty manzelti Curie a H. Becquerela urcily, ze zatfeni 3 je proud elektronti.
E. Rutherford pomoci magnetického pole zjistil, Ze zafeni o je proud heliovych jader,
a Ze zareni y neni magnetickym ptsobenim nijak ovliviiovano [6].

V roce 1908 E. Rutherford pomoci spektroskopie dokazal, Ze radioaktivita je samovolny
rozpad atomovych jader, pfi némz dochdzi k transmutaci. Transmutace je d¢j,

pfi kterém se plivodni jadro pfeméni na jadro jiného prvku s mélo odliSnym protonovym ¢islem.
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O jedenact let pozdé€ji, tj. v roce 1919 E. Rutherford dospél k umeélé transmutaci
u neradioaktivniho jadra [6].

Iréne Joliot-Curie (dcera M. a P. Curie) spolu se svym manzelem Frédéricem Joliotem
ziskali v roce 1935 Nobelu cenu za chemii, konkrétné za syntézu novych radioaktivnich prvki.
Experimentalné zjistili, Ze pii bombardovani tenkého kusu hliniku zéfenim a, se objevilo dosud
nezndmé zaieni, které zanechavalo stopy podobné jako ve Wilsonové mlzné komote. I poté,
co byl zdroj zafeni a Castic odstranén z blizkosti tenkého hlinikového platu, zafeni z kovu,
1 pfesto, Ze intenzita slabla, pokracovalo. Diivodem byla pfeména atomi hliniku na radioaktivni

izotop fosforu. Timto postupem byl poprvé uméle vytvoien radioaktivni prvek [7, 8].
1.2 Ionizujici zafeni

Ionizujici zatfeni je uvolfiovano béhem samovolného procesu, ve kterém dochézi
ke zméné energetického stavu jader atomu. Pti tomto dé&ji — radioaktivité ¢i téz radioaktivni
preméné — se jadro nestabilniho prvku pfeménuje na jadro prvku stabilnéjSiho [9].

Ionizujici zéafeni je vSude kolem nds. Problémem je, Ze ¢lovék pomoci svych smysli
pfitomnost zafeni neni schopen vnimat, protoze je neviditelné a prochazi skrz riizna prostiedi
[10]. Kvanta ionizujiciho zafeni maji dostatek energie na to, aby pii prichodu dokazala atomy
prostiedi ionizovat, tzn., Ze z elektronového obalu atomt jsou vytrzeny elektrony. lonizaci tak
vznikaji z piivodnich neutralnich atomil kladn€ nebo zaporné€ nabité ionty [11]. lonizujici zafeni
se muZe dle charakteru ionizace rozdé€lit na pfimé ionizujici zafeni a nepfimé ionizujici zafeni
[12]. Kvanta piimo ionizujiciho zafeni nesou elektricky naboj (elektrony, protony, pozitrony,
ad.), a jsou schopna vytrhnout zatomového obalu elektrony pomoci Coulombickych
elektrickych sil. Mezi p¥imo ionizujici zafeni patii zafeni a, B*, B~a dalsi [13]. Zafeni nepfimo
ionizujici, jehoZ kvanta nenesou Zadny elektricky ndboj (neutrony, fotony, ad.), pfedavaji svou
energii elektricky nabitym c¢ésticim. Tyto nabité Castice (nejCastéji se jedna o elektrony)
az po prijeti energie jsou schopné atomy prostiedi ionizovat [12]. Do této skupiny patii zafeni
Y, rentgenové C¢i neutronové zareni. Déale muizeme ionizujici zéafeni rozdélit dle ucinka
na ozafovanou latku — zafeni fidce ionizujici a zéafeni hust€ ionizujici. Do prvni zminéné
skupiny mizeme zatadit zafeni B a y, do druhé patfi zafeni o, protonové a neutronové zareni

[10].



1.2.1 Zdroje ionizujiciho zareni

VS8e, co emituje ionizujici zafeni je oznaceno jako zdroj ionizujiciho zafeni.
At jde o pfedmét, preparat nebo latku. Nejcastéji se jedna o prirozené nebo umélé radionuklidy,
jejichz jadro je nestabilni a rozpadem jadra je emitovano ionizujici zaieni nebo generatory
zateni (urychlovace, rentgenové lampy a dalsi) [12].

Zdroje ionizujiciho zafeni mizeme také rozdélit podle zplsobu vzniku zafeni na dvé
skupiny: radionuklidové zdroje a aparaturni. Radionuklidové jsou ty, kde dusledkem
radioaktivni pfemény je emise ionizujiciho zaieni neustald, ve srovnani s aparaturnim zdrojem,
kde ionizujici zafeni je emitovano pouze pfi uzivani pristroje [12].

Dale zdroje mizeme rozdélit na pfirodni a uméle vytvorené. Pfirodni zafeni je neustale
vSude kolem nés a neni spojeno lidskou ¢innosti. Pochazi z prirodnich radionuklidd a z vesmiru
(kosmické zafeni). Umélymi zdroji jsou pfistroje vyuZzivajici se ve zdravotnictvi a v pramyslu
a radionuklidy po havariich jadernych elektraren ¢i zkouSkach jadernych zbrani. Podle ptivodu
muzeme zafeni rozdé€lit na zafeni vesmirné, pozemské a vnitini. Vesmirné zafeni na nas pisobi

z vesmiru, pozemské pochazi z ptidy a hornin a vnitini je to, které vyzatuji zivé organismy [14].
1.2.2 Charakteristika radioaktivni pfremény

Radioaktivita (téz radioaktivni pfeména) je d&j, pti kterém se z jadra nestabilniho prvku
stava jadro prvku stabilnéjSiho. Dochéazi k tomu diky zméné energetického stavu jader atomi
nebo vnitini pfeméné. Tento proces probihd samovolné a je béhem néj uvoliiovano ionizujici
zafeni.

Radioaktivni rozpad se vyznaCuje typickymi charakteristickymi vlastnostmi.
Prvni vlastnosti je nezavislost na vnéjSich podminkach, jako je tlak, vlhkost, teplota a dalsi.
Druhou je schopnost ménit chemickou podstatu latky a tfeti vlastnosti je emitovani ionizujiciho
zateni [9].

Vsechny atomy jsou tvofeny jadrem a obalem. Atomové jadro je kladné nabité, oproti
obalu, ktery je nabity zaporné. Jadro tvoii kladné nabité Castice — protony a Castice
bez elektrického ndboje (neutrdlni) — neutrony. Protony a neutrony jsou k sobé vzdjemné
pfitahovany jadernou silou, protony jsou od sebe odpuzovany silou elektromagnetickou,
protoze maji stejny (kladny) naboj. Na rozdil od jadra se v obalu nachazi pouze jeden druh
castic — elektrony. Ty jsou nabité zdporné a jejich pocet se rovnd poctu protonil.
Proto ve vysledku jsou atomy jako celek elektricky neutrdlni. Pocet protont v atomovém jadie

nam udava protonové cislo. Znaci se pismenem Z. Kromé toho, Ze udava pocet protont, tak ndm
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také jednoznaéné urcuje prvek, kterému dany atom nalezi. Proto bylo dfive toto ¢islo nazyvano
Cislem atomovym. Pocdet neutronli v atomovém jadie nam urCuje neutronové cislo.
Znaci se pismenem N. Vysledkem souctu téchto dvou cisel (protonového a neutronového)
je Cislo nukleonové. Diive bylo nazyvéano ¢islem hmotnostnim, protoze nam urcuje hmotnost
atomu a je znaceno pismenem 4 [9, 12].

Skupina atomii, které maji totozna nukleonova Cisla, se nazyvaji nuklidy. Nuklidy jsou
latky, které jsou slozeny z jednoho prvku. Izotopy jsou nuklidy, které maji stejné protonové
Cislo, ale lisi se Cislem neutronovym, proto maji i rozdilnou hmotnost. V jadie izotopt
konkrétnich prvki je tedy stejny pocet protond, ale izotopy se vzdjemné od sebe odliSuji poctem
neutronll. Jako radionuklidy jsou oznacovany ty nuklidy, jejichz jddro méa nadbytek energie.
Nejsou stabilni a podléhaji samovolnému radioaktivnimu rozpadu. Pivodni jadro se nejcastéji
pfeméni na jadro jiné a na malou castici. Pfi tomto rozpadu je uvoliiovana energie — jedné

se tedy o exergonicky dé&j [10].
1.2.3 Prirozena a uméla radioaktivita

V lehéich jadrech prvki, jejichz nukleonové ¢islo je mensi nez 20, se pocty protoni
a neutrond rovnaji. Naopak u tézsich jader prvki je nutné, aby se podil neutrond v jadie
zvySoval. Je to z toho diivodu, Ze kladn€ nabité protony jsou od sebe vzajemné odpuzovany
a prebytek neutrontl v jadfe tyto odpudivé sily kompenzuje [12]. Proto tézka jadra povazujeme
za nestabilni. Samovolnou pfeménu jader nestabilnich prvki na stabilni nazyvame ptirozenou

radioaktivitou. Umélou radioaktivitou nazyvame dégj, pii kterém je nestabilita jadra vyvolana

uméle (pfikladem je jadernd reakce) [13].
1.2.4 Charakteristika jednotlivych druhi ionizujiciho zafreni

K radioaktivnimu rozpadu dochézi, kdyZ nestabilni atom ztrati energii emitovanim
ionizujiciho zafeni. Jsou popsany a definovany tfi zdkladni zplisoby (zéafeni), kterymi se jadro
muize rozpadat. Jedna se o zafeni a, B, a y. Zafeni B je navic jesté rozdélovano na B a .

Zareni a

Pfi tomto zafeni se rozpadd plvodni matefské jadro na nov€ vzniklé — dcefiné,
jehoz nukleonové c¢islo bude o Ctyfi mensi a protonové ¢islo o dvé mensi. Pfi této pfeméné
dochazi k vyzatovani Castice a, kterd je sloZzena ze dvou protont a dvou neutroni (je jadrem
hélia). Zdrojem tohoto zéteni jsou téZké radionuklidy [15]. PfestoZe je disledkem velikosti
vyzatrené Castice a jejimu dvojnasobnému kladnému naboji dolet téchto ¢astic velice omezeny,
pfi prichodu materidlem maji Castice silné ionizacni a excita¢ni U€inky, diky ¢emu u nich
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dochdzi krychlé ztraté energie [12]. Zafeni o dokdzeme odstinit papirem, tenkou folii
z plexiskla, popt. i odévem (Obrazek 1). Letici Castice Ize také diky jejich naboji vychylit i
elektrickym nebo magnetickym polem [13, 15].

Zareni

Déleni zafeni P je zavislé na &astici, ktera je vyzatovana. Castice B* jsou rychle letici
pozitrony, coz jsou anti¢astice elektronti. Vyskyt zafeni B* je pfedevsim u téch radionuklida,
u nichz v jadre protony ptevladaji nad neutrony. Nukleonové ¢islo se u dcefiného jadra oproti
matefskému nezméni, protonové &islo bude o jednu mensi. Castice B~ jsou opakem &astic f*
[15]. Jedna se o rychle letici elektrony a vyskyt zafeni je u radionuklidii s ptebytkem neutrond.
Nukleonové &islo dcefiného jadra se podobné jako u B* zafeni neméni, protonové &islo bude
o jednu vétsi. Zafeni P je emitovano u pfirodni i umélé radioaktivity. Céstice B jsou oproti
¢asticim a lehéi, coz ma za disledek vyssi rychlost. I kdyZ maji stejnou energii jako ¢astice a,
maji mensi ionizacni a excitacni GCinky. Proto ¢astice B maji pfi pruletu vétsi dolet a jsou
pronikavéjsi [10]. Ochranu pted zafenim nam zajisti plexisklo nebo material z prvka s nizkym
protonovym cislem (Obrazek 1). Pti kolizi s prostfedim mohou nastat tfi jevy: pruzny rozptyl
(zména sméru zafeni), ionizace nebo vznik brzdného zatfeni (rentgenové zafeni). Brzdné
rentgenové zatreni, které vznika pti pruletu Castic B, je pronikavéjsi nez prvotni zareni. Pro jeho
odstinéni musime pouzit material z prvka s vysokym protonovym ¢islem. V magnetickém poli

jsou ¢astice  vychylovany opacnym smérem, nez ¢astice a [12, 15].

Zareni y

Zateni vy je elektromagnetické zareni. Nevznika pfi radioaktivni pfeméné samostatné,
ale Casto doprovazi vyse popsana zafeni. Dliivodem jeho vzniku je energeticky excitovany stav
nove vzniklého (dcefiného) jadra, které vzniklo radioaktivni pfeménou z jadra matefského.
V takovém stavu ale nové vzniklé jadro neni stabilni, a proto je nutné, aby u néj doslo
k deexcitaci [15]. Nadbyte¢na energie je zjadra emitovana ve formé zéfeni vy, které je
predstavovano fotony s vysokou energii i vysokou frekvenci. Vyzafenim energie se dcefiné
jadro dostane do zékladniho stavu a je stabilni. Castice y, fotony, se pohybuji rychlosti svétla.
Pti prichodu materidlem se fotony sraZeji s atomy, vyrazeji ztéchto atomil elektrony
a preddvaji jim energii. VyraZené elektrony jsou schopny ionizovat okoli. Proto je zafeni y
nepfimo ionizujici zatfeni a jeho ioniza¢ni Gc¢inky jsou nizké [13, 15]. Fotony jsou Castice

elektricky neutralni, a proto je nelze pomoci elektrického nebo magnetického pole vychylit.



Dalsi druhy zareni

e Neutronové zareni
Neutrony jsou castice z jadra atomu a nenesou zadny naboj (elektricky neutralni).

Vznikaji pfi spontannim Stépeni atomt ¢i pii jadernych reakcich. Pii interakcich se z divodu
neutrality ¢astice uplatiuji sily jaderné (nikoliv elektrické jako u zafeni a nebo ) [10].

e Rentgenové zdreni
Podobné jako zareni y je i rentgenové zareni elektromagnetické. Je charakterizovano

kratkymi vinovymi délkami a vznika interakcei elektroni a tézkych kovu. Je rozdélovano na dva
druhy — brzdné a charakteristické. Vznika bud® brzdénim rychle leticich elektront
v elektrostatickém poli anody, nebo pifimo dopadem elektronu na anodu. Energie elektronu

je pteménéna na fotony o rizné vlnové délce dle druhu rentgenového zareni [10].

a
B e |
Y _
NEUTRONY - ]
PAPIR HLINIK OLOVO BETON

Obrazek 1: Prunik jednotlivpch druhii zareni riznymi materialy
Prevzato z [16]

1.2.5 Vybrané veliiny a jednotky radioaktivity

Davka, davkovy prikon

Biologické ucinky ionizujiciho zafeni jsou ovliviiovany také fyzikalnimi faktory [11].
Castice ionizujictho zafeni se pohybuji po urditych trajektoriich a s urditou energii.
Dévka zatenti je celkova energie, kterou emitované ionizujici zareni ptedalo cilovému prostiedi
(kterd dané prostiedi zasahla). Nazyvame ji také absorbovanou davkou. Znaci se pismenem D
a jednotkou je Gy (gray) s rozmérem J*kg™!. Jedna se o mnoZstvi energie vyjadiené v joulech,
které absorboval 1 kg cilového prostredi (organismus, ¢lovek, tkan).

Obdobnou veli¢inou je davkovy ptikon, ktery se také znaci pismenem D, ale jeho

jednotkou je Gy*s™!. Jedna se o pomér piirtistku davky za jednotku ¢asu [17, 18].



Davkovy ekvivalent
Davkovy ekvivalent, jehoz jednotkou je Sv (sievert), vyjadiuje biologicky ucinek
zafeni. Je definovan jako soucin davky a jakostni ¢initel (vyjadiuje ucinnost konkrétnich druhti

zéteni) [17, 18].

Ekvivalentni davka

Ekvivalentni ddvka se rovna davce absorbovangé, jejiz hodnota je radia¢ni vahovy faktor
vynasobeny stfedni absorbovanou davku dané tkan€ ¢i orgénu pro konkrétni druh zéfeni.
Vysledna hodnota zahrnuje druh zafeni (o, B a y), mnozstvi zafeni a hmotnost cilového

prostiedi, které zafeni absorbovalo [18, 19].

Efektivni davka

Efektivni davka, jejiz jednotkou je také Sv (sievert) a rozmérem jednotky je také J*kg™!,
je definovéna jak soucet stfednich hodnot ekvivalentnich davek (Hr) nasobenych tkanovym
vahovym faktorem (wr). Tkanovy véhovy faktor v sobé zahrnuje typ organu nebo tkané
audava, jak moc jsou konkrétni tkané poSkozeny ionizujicim zafenim, vzhledem k celému

organismu (pravdépodobnost vzniku stochastickych uéinki) [18, 19].

1.3 Vliv ionizujiciho zareni na lidsky organismus

I kdyZ se témé&f vS§ude mizeme docist o vlivu zafeni na builky, ¢astice zafeni pouze
reaguji s atomy, ze kterych jsou buiky sloZeny. Zafeni vyvolava v zivych organismech
podobnou kaskadu procest, jaka nastava u latek nezivych. Po ionizaci prostiedi (v tomto
ptipadé bunécnych atomil) zde dochdzi i nasledné excitaci a poté absorpci energie [13].

Poskozeni bunék mimo jiné souvisi také s jejich proliferaénimi schopnostmi. Cim ma
buika schopnost proliferace vyssi, tim vétsi vliv na ni zafeni ma [20]. Zafeni na bunky mize
mit nékolik ucinkl. Mtze dojit k bunééné smrti, bunika ztrati schopnost proliferace nebo zaieni
zméni genetickou informaci a dojde k mutaci [21]. V 1ékafstvi se pii ozafovani vyuZziva stinéni,
kdy je ta ¢ast téla pacienta, kterd nema byt ozafena, chranéna materidlem, ktery zcela, nebo
aspon Castecné, absorbuje zatfeni. Takto se mohou chranit niché kmenovych bungk,
které maji velice vysokou prolifera¢ni schopnost a jsou dilezité pro reparaci [21].

Biologické ucinky zavisi na n¢kolika faktorech. Jednim z kli¢ovych fyzikalnich faktora
je davka zafeni (energie), kterou buiiky absorbovaly. I kdyZ jsou buiiky schopné reparacnich
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mechanism, pfi vy$Sich davkéach (vEtsi ptisun energie zafenim) se tento mechanismus nemusi



projevit. DalS§im je davkovy ptikon, ktery ovliviiuje celkovy ucinek zéfeni. Je-li davka
frakcionovéna (rozdélena na vice mensich davek s ¢asovym rozestupem), je poskozeni mensi
neZ pii stejné velké dévce absorbované najednou. Uginek ovliviiuje druh ionizujiciho zéafeni.
Tento parametr je zahrnut obecné v ekvivalentni davce a pro jednotlivé tkané v efektivni davce.
Celkovy ucinek zafeni je ovliviiovdn i prostorovym rozlozenim davky. Muzeme rozliSit
celotélové ozareni (havarie, nehody, prostiedi) a lokalni (postizeni jen ur€itych tkani) [22].

Ke kontaminaci radioaktivnimi latkami a nerovnomérnému ozafeni mtize dojit interni
nebo externi expozici. Interni expozice nastava pii vdechnuti, poziti ¢i pii pruniku latek ptes

poranénou kiizi, externi expozice je skrze prostiedi [13].
1.3.1 Mechanismy ucinku (faze déju)

Utinky ionizujictho zafeni na Zivou tkan miZzeme rozdélit podle probihajicich dgji
do nékolik fazi. Prvni fazi je fyzikalni stadium. Trva velice kratce a v tomto stadiu probiha
ionizace, excitace a absorpce energie zafeni. Nasledujici fazi je chemické stadium, kdy jsou
uplatiiovany predev§im nepiimé G€inky zafeni. Vznikaji a zanikaji radikdly, které interaguji
s biomolekulami, a tim se dostavame do posledni faze — biologického stadia. U bun¢k jsou

vyvolany reparaéni mechanismy nebo patofyziologické zmény, které mohou zapficinit

nadorové transformace i bunécnou smrt [20, 21].

/4

1.3.2 Primé a nepiimé a

we

¢inky

Utinky ionizujiciho zifeni miizeme rozdélit na dva typy podle mechanismii jejich
pusobeni. Prvnim typem jsou pFimé ucinky zateni. Jsou zplsobeny zafenim, kdy zafeni
interaguje bezprostiedné s atomy nebo molekulami v Zivém prostiedi: bilkoviny, enzymy,
nebo jinou bunéénou slozkou dulezitou pro bunku [11]. Diky skutecnosti, ze je jadro jednou
z nejveétsich organel v bufice, je povazovano za hlavni cil piisobeni ionizujiciho zéfeni.
Piimé ucinky se vyskytuji predev§im v té€ch bunikach, které maji nizky obsah vody. Zafenim se
porusi chemické vazby a jsou vyvolany chemické zmény vedouci od inaktivace, az po rozpad
molekuly a bunécnou smrt [21]. Pravdépodobnost interakce zateni s molekulou nukleonové
kyseliny je velmi mald, protoZe tyto slozky tvofi velmi malou ¢ast buiiky. Pokud ale dojde
ke sttetu nukleonové kyseliny s ¢astici, ucinky zafeni jsou velice zavazné [20].
Mezi komplementarnimi bazemi dojde ke St€peni vodikovych vazeb a nukleonové kyseliny se
mohou denaturovat. U bunck s vy$§im obsahem vody je Castéj$i vyskyt neprimych ucinkii
zafeni. Divodem je ionizace molekul vody. Vzniklé primarni produkty ionizace jsou
hydrylové (H') a hydroxylové (OH') radikaly. Protoze jsou volné radikéaly velice reaktivni,
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ovlivituji dalsi fyziologické i patofyziologické procesy. Vedou ke zménam struktur biologicky
vyznamnych molekul, ¢imz muaze byt naruSena aktivita enzyml nebo syntéza bilkovin

¢1 nukleonovych kyselin [23].
1.3.3 Radiosenzitivita

Radiosenzitivita neboli citlivost na G¢inky ionizujiciho zéfeni, je ddna celkovym stavem
organismu. Organismus — jako celek — je slozen z rtiznych organii a tkani, jejichZ senzitivita
k ionizujicimu zateni se vzajemné 1isi [11]. I kdyZ bude absorbovanéd davka totozna, u¢inky
na jednotlivé tkdn€ a organy se budou lisit. Nejcitlivejsi tkané jsou takové, jejichz bunky se
rychle mnozi 1 diferenciuji a maji kratkou zivotnost. Dokéazou rychle reagovat na ionizujici
zafeni. Patii zde lymfaticka tkan, stfevni epitel ¢i krvetvorna tkan (kostni dfent). Naopak tkang,
u kterych je obnova bunék pomald a zivotnost bunék dlouhd, jsou malo radiosenzitivni.
Mezi tkang, které pomalu reaguji na ionizujici zafeni, mizeme zaradit pojivovou ¢i nervovou
tkan. Z jiného hlediska mizeme citlivost tkani rozd¢lit dle destrukce tkané (lymfatické tkan,
stteva) a cytogenetického efektu (plice) [21].

Obecné, mezi nejnachylnéjsi na vznik nadorti po expozici zafenim, se fadi kostni dfen,
gastrointesticialni trakt (predevsim Zaludek a tlusté stievo), plice a u zen mlé¢na zlaza.

Senzitivita a G€inky ionizujiciho zafeni u plodu se odviji od stupné jeho vyvoje.
V ranych stadiich téhotenstvi, v obdobi embryogeneze (pfedevsim v obdobi 3. - 8. tydne),
je plod nejvice radiosenzitivni a mize dojit ke smrti embrya. V nasledném stadiu organogeneze
muze dochazet k anomaliim vyvoje (mentalni retardace). Pti ozafeni plodu ke konci vyvoje,
se v détském veku miiZze objevit leukemie ¢i maligni nadory [20, 24].

V souvislosti s ristem a vyvojem, jsou déti proti dospélym jedinciim radiosenzitivné;jsi.
1.3.4 Biologické ucinky zareni na lidsky organismus

Biologické ucinky zafeni maji za nasledek zmény vyvolané ionizujicim zafenim.
To ptisobi na molekularni trovni organismi a zptisobuje uvnitf i vné bun¢k ionizaci biologicky
dalezitych molekul.

ProtoZe je ionizujici zafeni stale kolem nds, bylo empiricky zjisténo, Ze velice nizké
davky toho zéfeni lidskému organismu nevadi. U nizkych dévek jsou dokonce pozorovany
1 pozitivni u€inky na organismus. Jedna se o tzv. radiacni hormese [25, 26]. Pokud ovSem zivy
organismus je vystaven vysokym davkam, G¢inky zafeni mohou nenavratné poSkodit tkang,
organy a vést az ke smrti. Obecné biologické ucinky zéavisi na druhu zéfeni, energii, davce
a davkovém piikonu a na charakteru a vlastnostech ozarené tkané¢ [11].
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Dalsim faktorem ovliviiujicim uc€inky zafeni je doba expozice. Podle doby jej miizeme
rozdelit na akutni davku a davku chronickou. Akutni davka ma expozici kratkou, Casové
ohranicenou, a davka zafeni je velmi vysoka. Davka chronicka ma expozici dlouhou a davku
zafeni nizkou. Velice dulezitym faktorem je mimo jiné i intenzita zafeni, kterd jeho uc¢inky
ovliviuje [11].

Podstatnym rozdilem mezi vysokou a nizkou dévkou je ten, Ze zatimco vysoka davka
dokaze zabijet bunky, nizkd davka je pouze poskozuje. U vysokych davek je velice
pravdépodobny vznik popalenin, nebo akutni nemoc z ozareni vedouci ke smrti. Akutni davka
do 250 mGy pravdépodobné¢ nebude mit zadné pozorovatelné ucinky, oproti tomu davka
3-5 mGy muze byt pro Clovéka bez l¢kaiského oSetfeni smrtelnd. Nizké davky nezplisobuji
u Clovéka zadna vyraznd, okem viditelna zranéni. Pisobi na bunééné Grovni a €¢inky nemusi byt
pozorovatelné i nékolik let [25].

Biologické ucinky mizeme rozdélit dle n¢kolika kritérii na ¢asné a pozdni, somatické
a genetické a na deterministické a stochastické. Casné tiginky se projevi jiz béhem piisobeni
zateni ¢i v kratké dobé po expozici, asto béhem Ctyt az Sesti tydnil, pozdni ucinky po delsi
casové prodleve, kterda muaze trvat nékolik mésict az let a tyto neptiznivé ucinky mohou byt
itrvalé [19, 21]. U pacientd, ktefi podstoupili radiacni 1é¢bu, se mohou vyskytnout po deseti
az patndcti letech po ukonceni 1é€by sekundarni malignity. Somatické ucinky se projevi jako
ucinky nadaném jedinci, genetické se projevi az na potomcich ozafené¢ho jedince.
Deterministické (také nestochastické, prahové) souvisi s neschopnosti organismu reparacnich
mechanismi  z divodu vysokych davek zafeni a stochastické ucinky jsou néhodné,

neptfedvidatelné a bezprahové. Podrobnéji jsou rozepsany dale [27].

Deterministické ucinky zareni

Deterministické neboli téz nestochastické uinky se projevuji po ptekroceni prahové
davky zafeni. V novéjsich ¢lancich mizeme také narazit na nazev akutni tkanové reakce.
Z tohoto diivodu je lze také oznacit jako ucinky prahové. Prahova déavka se lisi dle senzitivity
jednotlivych orgéani a tkani. I kdyZ primérna orientacni prahova davka organismu jako celku
se pohybuje okolo 1 Gy, prahova hodnota mtze byt velice nizkd, a to okolo 0,1 Gy [12].
Pti malém ptekroceni mohou nastat zmény v krevnim obrazu, pii vy$$im piekroc¢eni se mohou
objevit ptiznaky nevolnosti a zvraceni. PoSkozeni a zdvaznost u¢inki roste linedrné v zavislosti
na velikosti (nejéast&ji jednorazové) davky absorbovaného zateni. Casto se vyskytuji tam,
kde byla davka absorbovana (pomineme-li celotélové ozafeni), takze se da fict,

ze deterministické ucinky jsou lokalni a pfedvidatelné. Maji charakteristicky klinicky prib&h
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adaji se pozorovat po kratké dobé po vystaveni zafeni. Kvili vysokym davkam,
a tim i vysokému stupni poskozeni, je schopnost reparativnich procesii organismu znacné
omezena. Dochdzi k postizeni nejen velkého mnozstvi buné€k, ale i1 k poskozeni biologicky
dalezitych molekul a latek, a ke vzniku Skodlivych toxickych latek [21].

Mezi deterministické U€inky mulzeme zaradit napiiklad akutni nemoc z ozafeni
(radia¢ni syndrom), poruchy oc¢ni Cocky (katarakta), poskozeni plodu, poruchy plodnosti

(fertility) ¢i1 radiodermatitida [12].
o Akutni nemoc z ozareni

Akutni nemoc z ozafeni, téz oznacovana jako postradiacni syndrom, patii mezi typické
deterministické ucinky. Pti jednorazové davce do 2 Gy jsou priznaky nejasné a nepatrné,
nad davku 2 Gy se klinické pfiznaky li§i dle velikosti davky na tfi formy — krevni
(hematologickou), stfevni (gastrointesticialni) a nervovou. Krevni forma vznikd po ozéfeni
davkou mezi 2 a 6 Gy, stievni pfi ozafeni davkou 6-15 Gy a nervova pii davee 15 Gy a vyse

[24, 28].
o Katarakta (Sedy zakal)

Cocka je vaskularni tkan, ktera je vyzivovana komorovou vodou a sklivcem.
Odpovédi cocky na expozici ionizujicimu zareni, maji zasadni vyznam a rovnaji se mutagennim
procestim v jinych tkanich. Predpoklada se, ze Sedy zadkal vznikd poskozenim oxida¢nim
stresem (radikaly) nebo pfimym fotochemickym ptsobenim ultrafialového svétla. DalSim
diivodem muze byt Spatna reparace DNA a nasledné chyby v kontrole bunééného cyklu, déleni
a diferenciaci. Zakal o¢ni CoCky miiZe byt indikovan jiZ pfi jednordzové davce o velikosti 1 Gy

[24, 29].
e Poruchy fertility

Ionizujici zafeni ma gonadotoxicky ucinek s dlouhodobym trvanim. PostiZeni plodnosti
zavisi na pohlavi. Pfi ozéafeni muZskych pohlavnich organt pfidavce 0,25 Gy dochézi
k doasnému snizeni poctu spermii, pfi ddvce nad 3 Gy mulze dojit az k pfechodné sterilité
(neplodnosti) [24]. Mimo samotného zéafeni je muznd plodnost ovliviiovdna také ROS.
Nerovnovahou mezi reaktivnimi formami kysliku a antioxida¢ni kapacitou je vyvolan oxidacni
stres. Za fyziologickych podminek ROS zprostiedkovava roli v zajisténi spravnych funkci

reprodukce, mezi které se fadi napf. Zivotaschopnost a zrani spermii, motilita ¢i akrozomova
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reakce. Naopak pfebytek ROS a oxidacni stres vede k patofyziologické morfologii spermii.
Dusledkem je jejich zhorSend zivotaschopnost, snizuje jejich pocet a zhorSuje pohyblivost [30].

Mnoho Zen je v prubéhu svého Zivota vystavovano ionizujicimu zafeni — at’ uz se jedna
o terapeutické ¢i diagnostické diivody. Vystavenim ionizujicimu zéafeni zenskych pohlavnich
organl v détstvi, miize vést k vaskularizaci d€lohy, sniZzeni jejimu objemu a pruznosti.
K trvalé Zenské sterilit¢ mize dojit jiz pti davce o velikosti kolem 3 Gy, pti¢emz zalezi na véku
(oproti muzskym pohlavnim buiikkam jiz nedochazi k tvorbé novych zenskych pohlavnich
bunék — oocytl) [31]. Ozafenim pohlavnich bun¢k mize dochazet i1 ke genetickym mutacim.
Mutace se muze napiiklad projevit netspéSnym oplodnénim, zaniknutim embrya, potratem,

¢i vrozenymi vadami novorozence [32].
e Poskozeni plodu

Dusledkem zasazeni makromolekuly DNA ionizujicim zdfenim byva Casto apoptdza
bunky ¢i vznik mutaci DNA. Pfi poskozeni jednoho vldkna DNA dochézi k jeho opravé. Pokud
je ioniza¢nim zafenim zasazena vétsi cast makromolekuly, k opravam jiz nedochazi a vznikaji
tak genetické mutace. Mimo piimého ptisobeni na DNA ionizujici zafeni pusobi také nepiimo.
Tvorbou volnych radikali mlze deaktivovat bunééné mechanismy a ménit funkce proteini,
sacharidi a lipidd, coz miize vést k defektim DNA. Obecné jsou embryo i plod vysoce
radiosenzitivni. Divodem je, Ze jsou tvoieny buiikami, které se rychle déli. Velikost poskozeni
také zavisi na absorbované ddvce a stupni vyvoje. Zafeni mliZze vyvolat spontdnni potrat
¢i malformace. Vystaveni plodu ionizujicimu zafeni mlZze mit za nésledek téZké mentalni

retardace [33].
e Radiodermatitida

Je to radiacné€ indukované kozni onemocnéni vyvolané vedlejSimi ucinky 1onizujiciho
zateni. Diive se vyskytovalo castéji u pracovnikli vyuZivajicich ionizujici zéfeni
(rentgenologové, chirurgové, stomatologové, ad.), dnes se vyskytuje jako nezadouci G€inek
pii a po radiacni 1é€beé (ozafovani). Mezi faktory ovliviiujicimi stupen poskozeni patii davka,
druh zéfeni, ozafena plocha a lokalizace ozarené Casti [24]. Poskozeni kiize rozd€lujeme na dvé
formy — akutni a chronickou. Akutni radia¢ni dermatitida ma tfi stupn€ a zavisi na dévce
absorbovaného zafeni. Dle stupné se mohou objevit piiznaky od zarudnuti kuze,
ztraté ochlupeni, vznikem puchyiti az po viedy a nekrdzy. Chronickd radiani dermatitida

se objevuje po opakujicich se expozicich zafeni. M4 dvé formy — atrofickou a hypertrofickou.
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Kuze u atrofické formy je suchd a tenkd, bez ochlupeni, u hypertrofické formy je kiize zhrub¢la

a vice pigmentovana. [34].
e Radiacni poskozeni plic

Poskozeni plic vyvolané zafenim (RILI — Radiation-Induced Lung Injury), zahrnuje
jakékoli poskozeni plicni tkané zpisobeného ionizujicim zafeni. V tkani vystavené zafeni
dochdzi k fadé zmeén — molekuldrnich i bunéénych. Poskozeny jsou alveolarni epitelidlni bunky
a vaskularni endotelidlni bunky [35]. To ma za nésledek uvolnéni zanétlivych mediatort
a chemotaxi monocyti, lymfocytl a granulocyti shromazd'ujicich se v misté poSkozeni tkan¢.
Ozatovanim vznikaji ROS a RNS, které maji za nésledek poskozeni tkané. To je zplisobeno
pfimym cytotoxickym ucinkem, oxida¢nim stresem a imunitné vyvolanym poskozenim.
Velice Casto se s nim mizeme setkat u pacientl, kteti podstoupili radioterapii u nadorovych
onemocnéni plic, jicnu a dalSich nadori lokalizovanych v hrudniku [36]. Klinickymi ptiznaky
RILI jsou suchy kasel, dusnost, bolest na hrudi a horecka. RILI mtize byt zafazeno mezi Casné
1 pozdni G¢inky zafeni a je rozdéleno do dvou fazi: asnou — radiacni pneumonitida, ktera je
charakterizovana akutnim zanétem plic a pozdni — radiacni fibrozu, kterd je disledkem

chronického poskozeni plic [37].

Stochastické ucinky zareni

Disledkem poskozeni malého mnoZstvi bun€k jsou stochastické ucinky zafeni.
Jsou povazované za bezprahové a ndhodné, protoZe se objevuji i pii nizkych davkach zéateni,
kdy minimalni ddvka neni stanovena [24]. Oproti deterministickym Uc¢inkiim, u téchto
s rostouci davkou neroste zavaznost, ale pravdépodobnost vyskytu. Projevit se mohou
1 pti jedné davce, ale Castéji k nim dochazi pti chronickém ozafovani podprahovymi davkami.
Utinky nebyvaji pozorovatelné v kratké dobé po expozici a mohou se vyskytovat po odeznéni
ucinki deterministickych. Mezi stochastické uc¢inky miizeme zatadit leukémie a rizné maligni
nadory ¢i genetické mutace [28]. Zvlastnosti je, ze ke vzniku nddoru nemusi dojit v misté
ozareni, ale kdekoli v jiné ¢asti organismu. Kviili nejasnym klinickym projeviim nelze rozeznat,
zda patologické zmény jsou nasledkem ozafeni ¢i nikoli. I kdyZ se mlze zdat, ze stochastické
ucinky nejsou tak zavazné jako deterministické, nelze jednoznacné fict, které jsou

pro organismus nebezpecnéjsi [24].
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Davkové limity

V radia¢ni ochrané jsou davkové limity nastaveny tak, aby omezily stochastické ucinky
na piijatelnou uroven a zcela zabranily deterministickym u¢inktim. Limity davky predstavuji
maximalni davky, kterymi mohou byt lidé vystaveni. Rozd€lujeme je na obecné limity
(obyvatelstvo) a na limity pro radia¢ni pracovniky (jsou vys$$i, nez pro obyvatelstvo).
Nejsou zde zahrnuty davky zareni, kterym je Clovék vystaven pfi mimotadnych situacich

(havarie a nehody), pii 1ékarském oSetieni ¢i davky piirozeného zaieni [24].

1.3.5 Vliv nizkych davek a radia¢ni hormese

Nizké davky se vyuzivaji i v medicing. Ptikladem mize byt rentgenové zéfeni,
které slouzi k diagnostice vnitini stavby téla (pfedevsim kosti, ale také napf. plic).

Ozafovani vysokymi davkami obecné¢ zpusobuje potlaceni imunity, nizkodavkové
zafeni naopak dokaze imunitu stimulovat. Toto je typicky pfipad hormese [24]. Lze jej klinicky
pouzit pii radiacni 1écbé fady nemoci. Ozatrovani nizkou davkou zvySuje proliferaci imunitnich
bun¢k, ptiznivé ovliviiuje fadu bunéénych typli imunitniho systému, jako jsou NK buiiky,
dendritické bunky, T lymfocyty, B lymfocyty, i makrofagy a stimuluje produkci cytokind.
Také byla pozorovana zvySena proliferace hematopoetickych bun¢k [25]. Objevuje se to
rocni davce nepiekracujici dvojndsobek ptirozeného zatfeni, vlivem zafeni u nich dochazi
k pozitivnimu vlivu na opravy poskozené¢ DNA.

Bylo zjisténo, ze nizké davky ionizujiciho zafeni mohou zpusobit snizeni vyvoje nadoru.
V pokusech na zvifatech (potkanech) byla potlacena tvorba metastaz, pravdépodobné stimulaci
funkci NK bunék. Pozorovani na lidech ukazuji, Ze ozafovani nizkymi davkami zafeni snizuje

vyskyt a umrtnost lidi na nddorova onemocnéni tim, Ze zvySuje protinadorovu imunitu [25].

Lécebné ucinky ionizujiciho zareni

Lécba ionizujicim zafenim miZe byt vyuzita v n¢kolika forméch: kurativni (Gplné
vyléceni), adjuvantni a neadjuvantni (chemoterapie po a pted operaci) a paliativni (zlepSeni
stavu).

Jako ptiklad vyuziti nizkych davek zateni pii 1é€bé a rekonvalescenci miZzeme pouzit
radonové lazné. V Ceské republice se nachézeji v Jachymové, kde se nachdzi i jeden
z nejstarsSich uranovych dolti — Svornost. Z tohoto dolu je ¢erpana voda, ktera obsahuje radon

(izotop 2*’Rn). Radonova voda, ktera se uziva ke koupelim, je zdrojem o zafeni, které nepronika
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do krevniho ob&hu a zéfeni je tedy vystaven pouze povrch téla. Pozitivni u¢inky radonové vody
se v Jachymovskych laznich vyuzivaji u 1écby onemocnéni kize, kloubt, ¢i periferniho
nervového systému a pateie. Jezdi se zde také 1éCit pacienti po trazech a operacich ¢i pacienti
s Bechtérevovou chorobou [26].

Dalsim ptikladem vyuziti zafeni pti 1€cbé mize byt jev znamy jako kyslikovy efekt
(reoxygenace). Souvisi s tvorbou hydroperoxylovych (HO>') a superoxidovych anion-radikalt
(O2), které poskozuji DNA v bunkach. Produkce radikalt je zajistovana nepfimym ucinkem
zafeni. Vznikaji reakci elektronii anebo hydrylovych radikalti (H') s molekulou kysliku (O»).
Vyuziva se u 1écby hypoxickych nadorti, u kterych je rychlejsi rust tkdn€. Vyviji se tidsi
kapilarni sit’, coz ma za nasledek mensi prokrveni, nizsi koncentraci kysliku a s tim souvisejici
niz8i tvorbu radikal. Proto jsou hypoxické nadory radioprotektivnéjsi a hif odpovidaji
na lécbu nez nddory dobie prokysli¢ené. Ozafenim nadorl se zvysi produkce radikalt
a usmrcenim ¢asti nadorovych bunék se zlepsi prokrveni zbyvajici tkané. To vede ke zvySeni
senzitivity tkan€ na ionizujici zéfeni, protoze nadorové buiiky v pfitomnosti vyssi koncentrace
kysliku ptechazeji do ristové faze bunécného cyklu a stavaji se tak citlivéjsi na ionizujici zareni

[38].
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2. KYSELINA HYALURONOVA

2.1 Historie

Jiz vroce 1880 francouzsky chemik Portes uvedl, ze mucin objeveny ve sklivci,
ktery pojmenoval jako hyalomucin, ma odlisné chovani od ostatnich mukoidii v rohovce
a chrupavce. V této praci pak pokracoval Carl Marner, ktery zkoumal elementdrni slozeni
ocnich tekutin a zaméfoval se pfedevSim na obsah dusiku a siry. Prvni izolaci kyseliny
hyaluronové provedli Karl Meyer a John Palmer v roce 1934 ze sklivce skotu. Zjistili,
ze kyselina hyaluronova je slozena ze dvou molekul cukrt. Nazev kyseliny hyaluronové je
odvozen od feckého slova pro sklo — hyalos + kyselinu uronovou. Jako kyselina byla oznacena
z diivodu, Ze pii prvni izolaci vykazovala znamky slabé kyseliny. O osm let pozdéji, tj. v roce
1942, Endre Alexander Balazs jako prvni patentoval kyselinu hyaluronovou v pekarenstvi,
jako nahradu vajecného bilku. V mediciné byla kyselina hyaluronova z poc¢atku vyuzivana
predevsim jako sklovita nahrada pii operaci o¢i [39].

Drive se kyselina hyaluronova ziskavala napt. z pupecni $ntiry, z kohoutich hiebinki
€1z o¢i zvitat. Nyni (v dobé modernich technologii) se ziskdvad z bunécnych stén bakterii

(napf. z bakterii rodu Streptococcus) [40].

2.2 Obecna charakteristika

Kyselina  hyaluronovda (HA) je pfirozen¢ vyskytujici se  biopolymer.
ProtoZe se za fyziologickych podminek kyselina hyaluronové nejcastéji vyskytuje ve formé
soli, uziva se nazev hyaluronat. Setkavame se ale 1 s pojmem hyaluronan, ktery zahrnuje
vSechny formy molekuly kyseliny hyaluronové. V Zivych organismech se vyskytuje predevsim
ve form¢ soli — hyaluronatu sodného, protoze samotny roztok kyseliny hyaluronové je velice
kysely a dochazi 1 k rychlé degradaci kyseliny. Hyaluronan je syntetizovan v plazmatické
membrané bun¢k a patii mezi hlavni slozky tvofici extracelularni matrix tkané obratlovct [41].
Hyaluronan je pfitomny i u bakterii, ale v rostlinach, houbach a hmyzu ptitomny neni [40].
Vysoké koncentrace hyaluronanu miiZeme najit v pojivovych tkanich (napf. v pupecni $itife),
synovialni tekutin€, sklivci ¢i v kizi [42]. Nezanedbatelné mnozstvi miizeme nalézt také
v organech (v plicich ¢i v ledvindch), mozku a svalové tkani. Malé mnoZstvi se nachazi
resp. hyaluronan je pro organismus nativni, neimunogenni, biokompatibilni a biodegradabilni,
jeho vyuziti je velice Siroké. Pro své rozlisné biologické ucinky je pouzivan nejen v medicing
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(oftalmologie, dermatologie) a biomedicin¢ (tkanové inzenyrstvi), ale také farmaceutickém
a kosmetickém primyslu. Biologické uc¢inky hyaluronanu zavisi na jeho molekulové hmotnosti

[40].

2.3 Chemické vlastnosti

Chemicky se jednd o linearni nerozvétveny polysacharid, konkrétnéji
jde o nesulfatovany  glykosaminoglykan (Obrazek 2). Jako jediny neni tento
glykosaminoglykan syntetizovan v Golgiho aparatu. Je slozen z dlouhého fetézce opakujicich
se disacharidovych jednotek N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové [39].

Tyto dvé pravidelné se stiidajici slozky jsou vazany pomoci glykosidickych vazeb
Bl —>4ap 1—- 3. Kyselina glukuronové je oxidovanym derivatem glukoézy. Podobné
1 N-acetylglukosamin je derivatem glukozy avznikd pfenosem acetylové skupiny
na glukosamin. Kyselina hyaluronova se fadi mezi polyanionty (anionty obsahujici vice nez
jeden centralni atom). Proto se mize disociovat a vazat na sebe molekuly vody (HA je vysoce
hygroskopicka), ¢cimz ziskd gelovitou strukturu [39].

Ve vodé€ je kyselina hyaluronova rozpustna
nezéavisle na jeji molekulové hmotnosti [40].
Viskozita a strukturalni vlastnosti roztoku kyseliny O ONS//
hyaluronové (popt. 1 hyaluronanu) zavisi jak ®)
na koncentraci roztoku, tak na molekulové ah
hmotnosti. Pfi nizkych koncentracich se sice L O OH
jednotlivé fetézce vzajemné zamotavaji, ale vede \ O
topouze kminé viskozité. Koncentrovangjsi
roztoky jsou viskéznéjsi, nez se ocekava, protoze OH HN \n/CHs

fetézce maji vEtsi Sanci se zamotat [39]. Vyhodou o)

kyseliny hyaluronové je 1 jeji viskoelasticita, | —n
coz je schopnost materidlu tlumit mechanické

. Obrazek 2: Sodna sil kyseliny hyaluronové
vibrace [40]. Prevzato z [44]
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2.4 Biologické vlastnosti

2.4.1 Kyselina hyaluronova v organismu

Kyselina hyaluronova (¢i hyaluronan) je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrix
(ECM). HA s vysokou molekulovou hmotnosti slouzi v ECM jako strukturdlni podpora
a,leseni” [39]. Polymery vyskytujici se v ECM tak vyuzivaji HA navdzanid na bunécné
povrchy k usporadani struktur. Mizeme jej najit v mensich i vétSich koncentracich témét
ve vSech télnich tekutinach a tkanich, protoze skrze specifickych a nespecifickych interakci se
vaze na bunky a dalsi bunécné ¢i biologické slozky. Diky svym vlastnostem pfispiva kyselina
hyaluronova k udrzovani tkanové homeostasy a biomechaniky [45]. Interakci se specifickymi
molekulami a receptory se zapojuje i do pfenosu bunécného signalu. Glykokalyx je ochranny
obal povrchu bunék. Je tvofen piedevsim glykoproteiny a proteoglykany. Nachazi se
bezprostiedné¢ u plazmatické membrany a chrdni buiiky ptfed chemickym a mechanickym
poskozenim [40]. Obsahuje HA a heparansulfit (GAG, ucCastni se procesu angiogeneze
a koagulace). Pravdépodobné se zde nachézi rastové faktory a extracelularni molekuly kritické
pro bunéc¢nou signalizaci. Detekovana byla i intracelularni HA. Ta se nachazi v n¢kolika
bunéénych kompartmentech — endoplazmatickém retikulu, jadru ¢i v centrozomech [46].
Dokaze ovliviiovat regulaci bun¢k (adhezi a pohyb, diferenciaci a proliferaci) a zapojuje se
ido procesu regenerace ran ¢i hojeni zanétu. V makrofazich, endotelovych buikach,
eozinofilech a v nekterych epitelovych bunkach kyselina hyaluronova s nizkou/stfedni
molekulovou hmotnosti stimuluje genovou expresi. Je zodpov&€dnd za hydrataci tkani
a transport vody [39]. V synovidlni tekutiné funguje jako kloubni mazivo. Pokud je volnymi
radikaly nebo enzymy hyaluronan degradovan, synovidlni tekutina ztraci mazaci schopnost.
To vede ke zvySenému opottebovani kloubti. Vysoce viskdézni povaha hyaluronanu rovnéz
pfispivda  k zpomaleni virového a bakteridlniho prichodu pericelularni  zoénou,

ve které je koncentrace hyaluronanu vysoka [42].
2.4.2 Syntéza a degradace HA v organismu

Syntéza, regulace a degradace HA probiha v multiproteinovém komplexu,
tzv. hyaluronasomu, ktery je spojeny s membranou bunék obratlovcl. Obsahuje substrat,
enzymy a proteiny, které jsou potieba jak pro syntézu, tak pro katabolismus i1 pro regulaci

metabolismu [40].
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Syntéza HA je regulovand také geny. V lidském genomu se nachézi tfi geny HAS
na tfech riznych chromozomech. Jedna se o gen HAS! s chromozomalni lokaci na 19q13.41,
gen HAS?2 s lokaci na 8q24.13 a gen HAS3 s lokaci 16g22.1. Tyto geny jsou ¢astecné tkanove
a bunécné specifické [4, 47]. Gen HASI (Hyaluronan syntasa 1) katalyzuje piidani
monosacharidii k syntetizujicimu se polymeru. Udrzuje nizké bazalni hladiny syntézy HA [40].
Je vysoce exprimovan ve vajecnicich, dale ve slezing, brzliku, prostaté, varlatech a v tlustém
sttevé. Malo je exprimovan v tenkém stfeve. Gen HAS2 katalyzuje, podobné¢ jako HASI,
piidani monosacharidt k rostoucimu fetézci. Je zvlasté zodpovédny za syntézu hyaluronanti
s vysokou molekulovou hmotnosti. Je dilezity pti embryonalni morfogenezi srdce a miize hrat
roli i ve vaskulogenezi [43]. Vysoce exprimovan je ve fibroblastech. Gen HAS3, stejné jako
pfedchozi dva geny, i tento katalyzuje pfipojovani monosacharidii k rostoucimi fetézci [39].

Hladiny exprese HAS se li$i béhem morfogeneze a pii chorobnych stavech. Riiznoroda
distribuce kyseliny hyaluronové v tkénich je rozdilnd béhem morfogeneze v jednotlivych

vyvojovych stadiich a za patologickych podminek pti chorobnych stavech [48].
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Obrazek 3: Molekuly kyseliny hyaluronové o riizné molekulové hmotnosti vylucovany skrze hyaluronan
syntasy do mezibunécného prostoru
Prevzato o upraveno z [45]

Hyaluronan je produkovan pifedevsim fibroblasty, keratinocyty a chondrocyty.
Jeho syntéza ale také probihd i v bunikach hladkého svalstva. Je syntetizovana enzymaticky
pomoci hyaluronansyntasy. Mechanismem syntézy zahrnuje prodluzovani fetézce pravidelnym
pfidavanim  stfidajicich se jednotek N-acetylglukosaminu akyseliny glukuronové.

Pozoruhodné na syntéze HA je to, Ze se jednd o glykosaminoglykan u obratlovct, ktery neni
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syntetizovan v Golgiho aparatu. Syntéza probihd v cytoplazmé na vnitinim povrchu
cytoplazmatické membrany, skrz kterou je protlacovana do extracelularniho prostoru.
Pravidelné se stfidajici sacharidy se poté piidavaji na konec fetézce. Protoze je polymer neustéle
protlacovan skrze membranu do EMC a neshromazduje se intraceluldarn¢, muze byt
syntetizovan témeér neomezené [49].

Pti zanétlivych onemocnénich (revmatoidni artritida) nebo degenerativnich chorobach
kloubli (osteoartritida) je koncentrace a molekularni velikost HA omezena. Exprese HASI
a HAS?2 poklesla, zatimco koncentrace hyaluronidasy jsou zvySené. S tim souvisi i primérna
molekulova velikost HA, ktera je niz$i [39].

K degradaci kyseliny hyaluronové mize dochazet enzymaticky nebo neenzymaticky.
Enzymatické degradace se ucastni tfi enzymy - hyaluronidasa, B-D-glukuronidasa
a [-N-acetyl-hexosaminidasa nachéazejici se extracelularnim prostoru a vséru [40].
Hyaluronidasa, ktera spolu s ROS degraduje priblizné 30 % z 15 g hyaluronanu nachazejiciho
se v téle dospélého Cloveka, stépi kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti
na men$i fragmenty. B-D-glukuronidasa a p-N-acetyl-hexosaminidasa odStépuji koncové
sacharidy. Neenzymaticky dochazi k degradaci chemickymi reakcemi (alkalick4 nebo kysela
hydrolyza), ultrazvukem ¢i zménou teploty [40].

Zbyvajicich 70 % hyaluronanu je lymfou pfenaseno do lymfatickych uzlin.
Zde je HA degradovén endotelovymi buiikami lymfatickych cév. Po vazbé hyaluronanovym
receptorem LYVE-1 je pouze malad ¢éast prenesena do krevniho fecisté, z nichz vétSina
je degradovana jaternimi endotelidlnimi buikami. Hyaluronan nachazejici se v krevnim fecisti
je degradovan v jatrech, zatimco tkanovy hyaluronan je mimo buiky degradovan
hyaluronidasou a ROS. V buiikéach jsou za degradaci zodpovédné lysosomy [50, 51].

Syntéza a degradace HA je regulovana jak bchem embryondlniho vyvoje,
tak u homeostatickych procest [43]. Obrat molekul HA probiha rGzné rychle v zavislosti mista
vyskytu. Polocas HA v krevnim fecisti se pohybuje do né€kolika minut, v klizi se mezi 12-24
hodinami a v chrupavce 1 dva az tfi tydny. Degradace miliZze probihat enzymaticky, nebo

reaktivnimi formami kysliku [50].
2.4.3 Specifické funkce HA dle velikosti fragmenti

Ptestoze je primarni struktura HA jednoduchad, jeji rozsah biologickych funkci je velice
rozséahly a Casto i protichtidny. Vétsina téchto imunologickych funkci je zavisla na velikosti
fragmentu HA. Bunky syntetizuji pfevazn€é HA o vysoké molekulové hmotnosti

(2x10° do 2x10° Da). Vysokomolekularni HA je poté katabolizovana &i fragmentovéana
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na krat$i HA polymery. Velikost novych fragmentl je zavisld na jejich zprosttedkovatelich —
hyaluronid4dzach, mechanické sile nebo oxidacnim stresu. Tato Cinidla degraduji ptivodni
HA na polymery o riznych velikostech, vcetné HA o nizké molekulové hmotnosti
a HA oligomery [40, 52].

Za homeostatickych podminek se vyskytuje kyselina hyaluronova o vétsi molekulové
hmotnosti (10* — 107 Da). M4 antiangiogenni a imunosupresivni u¢inky a brani diferenciaci
pravdépodobné potlacenim mezibunécnych interakci nebo pfistupem ligandu k bunéénym
receptortim [52].

Stiedn¢ velké a mensi fragmenty byvaji generovany pii riiznych stavech poranéni ¢i
v dtsledku dalSiho katabolismu. Vysokomolekularni HA je Stépena na molekuly o nizsi
hmotnosti pomoci hyaluronidaz, které jsou uvolnény umirajicimi buiikami. Jsou zanétlive,
imunostimulaéni, vysoce angiogenni a podporuji regeneraci tkani. Uginky t&chto polymerti jsou
pricitany signalizaci skrze HA receptor RHAMM [53].

Mensi fragmenty (krat$i polymery) jsou antiapoptické a slouzi také jako induktory
tepelného Soku. Jejich vyskyt byva v mistech aktivniho zanétu. Nizkomolekularni HA
pravdépodobné podporuje aktivaci a zrani dendritickych bunék, fidi uvoliiovani prozanétlivych
cytokinit (TNF-o, IL-1B, IL-6 a IL-12) [54]. Z tohoto divodu mlzeme povazovat malé
fragmenty HA (o velikosti oligosacharidi) jako signalizatory nebezpe¢i [40]. V infekEnich
stavech miize byt vysokomolekularni HA katabolizovana mikrobidlnimi hyaluronidasami.
Po odeznéni zanétu a zahojeni rany, jsou malé fragmenty HA odstranény a opét zacne
prevazovat forma HA o vysoké molekuldrni hmotnosti. Pfi chronickych zanétech ptetrvavaji
mensi fragmenty HA. Nedavné studie ovSem ukazuji, ze nizkomolekularni HA bez endotoxinti
neni zanétliva, coz naznacuje, Ze mnoho z doposud znamych faktd, které jsou pficitany HA
o nizké molekulové hmotnosti, mohou nélezet bakterialni kontaminaci hyaluronidas, které byly

aplikovany k vytvofeni menSich fragmentt [40].
2.4.4 Kyselina hyaluronova v tkanich

Cirkulujici kyselina hyaluronovéa v krvi ma velice nizkou koncentraci, pfiblizn€¢ mezi
4-40 ng/l, nejcastéji je koncentrace okolo 15 pg/l. Zvysené hladiny indikuji riznd onemocnéni,
vcetné malignit, artritid, lupénky, a septikémie. Dale byla vys$si koncentrace zjiSténa u pacientt
s popaleninami, pii selhani jater nebo ledvin ¢i s nadorovym onemocnénim [39].

Matrice bohatd na HA muize bud’ usnadnit migraci bunék, nebo naopak migraci

inhibovat. Vyrazny uc¢inek ma na kmenové buiky (hematopoetické, embryonalni
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a mezenchymové¢) sidlici v niché. Niché je specifické mikroprostiedi, kter¢ méa vysokou
koncentraci HA a kmenové buiiky jsou zde uchovavany v klidovém stavu s nizkou proliferaci.

Pti embryogenezi dochdzi k diferenciaci bunék po odstranéni HA hyaluronidasami,
protoze kyselina hyaluronova pomaha udrzet bunkdm pifi  embryogenezi jejich
nediferenciovany stav. Béhem vyvoje je Césteéné nahrazena kolagenovymi vlakny
a proteoglykany. Kyselina hyaluronovd muze byt také ¢astecné¢ odpovédna za imunosupresi
plodu, protoze jeji vysoké koncentrace se nachéazeji jak ve fetdlnim ob¢hu a tkanich,
tak v plodové vodé. Dilezitou roli zde hraji receptory RHAMM, které udrzuji v embryonalnich
tkanich pluripotenci a zivotaschopnost kmenovych bunék [43].

Dulezitou funkci zastava kyselina hyaluronova v ktizi. Je zodpovédnd za spravnou
hydrataci a homeostasu [39].

Kyselina hyaluronova slouzi jako zékladni strukturalni prvek v matrici kolagenni sité
kloubni chrupavky. V matrici ale vyssi koncentrace zabird agrekan. Je to proteoglykan,
ktery je specificky vazan na fetézce HA pomoci specidlnich proteinti. Tato komplexni struktura
matrice je zodpovédna za strukturdlni i mechanické vlastnosti této polotuhé tkané.
Z toho dtiivodu volnd kyselina hyaluronova neni pro kloubni chrupavku pfili§ dilezita [42].

Jako mazivo i tlumi¢ néarazi slouzi HA obsazend v synovidlni tekutiné v kloubnim
pouzdru. V zavislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti snizuje zanétlivé a degenerativni
formy artritidy. Toho se vyuzivd 1 v 1é€bé — modifikovanou formou HA se nahradi
degenerovana HA kloubu [39].

Kyselina hyaluronova, ktera obklopuje nddorové buiiky, souvisi s agresivitou nadoru.
HA nemusi byt nutné produkovéana samotnymi nadorovymi buitkami, ale ¢asto pochazi z okoli
nadoru. Tato kyselina hyaluronovd tak chrani nadorové builky pifed cytotoxickymi
T-lymfocyty. Déle podporuje migraci bunék a napomdha metastatickému Sifeni.
Udrzovanim mezibunééného prostoru je usnadnéna difuze Zzivin a je stimulovan rhst
nadorovych bunck. Pokud povrchové receptory nadorovych bunék interaguji s HA, invazivita
téchto bunck a jejich Sance na pieziti se jesté zvysuje [43].

Kyselina hyaluronovd vyskytujici se okolo bun€k (pericelularn€), napt. kolem
chondrocytl a epitelidlnich bungk, chrani tyto buniky pted lymfocyty a viry. Pfedpoklada se,
ze chondrocyty jsou chranény HA obalem i pied reaktivnimi formami kysliku a dusiku
(ROS a RNS), které hraji daleZitou roli pfi zancétu. Podobné hyaluronovy obal vyuZzivaji
1 bakterie rodu Streptococcus, které se takto chrani pred makrofagy. Zajimavosti je, ze produkce

HA muzZe byt v buiikach s HA receptory indukovana pfidanim exogenni HA [55].
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2.4.5 Hyaladheriny

V mistech zanétu, kde dochédzi i k degradaci HA, dochazi k interakci mezi HA
a hyaladheriny. Tyto proteiny chrani HA pfed katabolismem a degradaci.
Aby tento makromolekularni komplex mohl modulovat adhezi a aktivaci zanétlivych bunék,
je nutné, aby interagoval s dal§imi povrchovymi proteiny, chemokiny, proteasami ¢i ristovymi
faktory. Mezi hyaladheriny se fadi Inter-o-trypsin-inhibitor (Ial), TSG-6 a versikan
(proteoglykan chondroitin sulfatu). Pti zanétu TSG-6 katalyzuje ptenos tézkych fetézct z lal
na HA. Vytvoii se tak komplex, ktery podporuje adhezi leukocytii a tim ovliviiuje odpoveéd’
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makrofagy M2 [53].
2.4.6 Bunécné receptory

Hyaluronan se vaze na bunky prostfednictvim nékolika receptorit — CD44, RHAMM,
LYVE1 a HARE. Receptor CD44 je obvykle exprimovan na lymfocytech, zatimco ostatni
zminéné receptory jsou exprimovany na jinych typech bunék. Diive byl uvadén jako HA
receptor také ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1). Bylo uvddéno, ze je exprimovan
na endotelidlnich bunikach a buiikach imunitniho systému a ze vazba HA na ICAM-1 muze
ovlivnit jeho vazbu na dalsi receptory (napf. integriny). Po Case bylo vysvétleno, ze identifikace
ICAM-1 jako HA receptoru je chybn4, protoZe byla zaloZena na chybném testu ligandové vazby
[53].

Receptor CD44 je bran jako hlavni receptor pro hyaluronan. Je to polymorfni
transmembranovy glykoprotein vazajici HA na bunééném povrchu. Je v téle velice rozsiteny,
protoze zprostfedkovavd bunécné interakce s HA a hraje dileZitou roli ve vyvoji zanétu,
protoze zprostiedkovava migraci lymfocytl. Také se zapojuje do adheze, migrace a proliferace
bunck [54].

Receptor RHAMM (Receptor for HyaluronAn Mediated Motility), znamy také jako
CD168, jehoz prosttednictvim hyaluronan moduluje motilitu bunék a je spojovan s jejich
pohybem. Obvykle je RHAMM lokalizovan, oproti jinym receptoriim, uvnitt buiiky. Vaze se
na biotinylovany hyaluronan a napomaha migrujicim fibroblastiim a metastatickym nadorovym
buitkdm. Fibroblasy s deficitem RHAMM jsou pfi hojeni ran neti¢inné [54].

HARE (HA receptor pro endocytézu), je exprimovan na bunééném povrchu
sinusodidlnich endotelidlnich bunék. Protein HARE interaguje s HA, dermatan sulfitem

a chondroitin sulfatem. K interakcim nedochdzi napt. mezi HARE a chondroitinem
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¢1 heparinem. Protein HARE miiZe byt detekovana v mnoha tkanich (jatra, lymfatické uzliny,
slezina ¢i kostni dfefl). HARE eliminuje GAG z ob&hového a lymfatického systému [53].
LYVE-1 (extracelularni vazebna doména) je lymfaticky specificky receptor HA u lidi.
Je to integralni membranovy glykoprotein vazajici solubilni 1 imobilizovany HA.
Zprostiedkovava transport HA z extraceluldrni matrix tkan¢ do lymfy. Jeho pfitomnost je také
na endotelialnich bunkach lymfatického sinu a retikuldrnich buiikédch v lymfatickych uzlinach

[43].

2.5 Biologicka funkce v hojeni ran a zanétii, angiogenezi a reepitelizaci

Kyselina hyaluronova (hyaluronan), je vyuzivana také pti procesu hojeni ran a tvorbé
jizev. Bylo zjisténo, ze dlouhodobé ptitomnost hyaluronanu je spojena se vzacnou kvalitou
opravy fetdlni tkdné. Pii poranéni plodu zlstava v tkani delSi dobu vySs$i koncentrace
hyaluronanu, nez je tomu pii poranéni u dospélych. To vede k tomu, Ze hyaluronan muize
¢aste¢n¢ snizit ukladani kolagenu a tim vede ke snizeni zjizveni [56].

Degradacni produkty kyseliny hyaluronové s malou molekulovou hmotnosti ptispivaji
k tvorbé jizvy. Pokud pfti procesu hojeni byla v tekutin€ nachazejici se v ran¢ nalezena kyselina
hyaluronova s vysokou molekulovou hmotnosti, byla tvorba jizev mensi [56]. To nam
naznacuje, ze kyselina hyaluronové s vysokou molekulovou hmotnosti podporuje klidovy stav
bunck, zatimco molekuly o nizké hmotnosti signalizuji poSkozeni tkdn€ a tim se zahaji odpovéd’
organismu skrze zanét [39]. Toho se vyuZiva i u 1écby ran. Lécivé piipravky obsahujici HA
s vysokou molekulovou hmotnosti, jeZ jsou aplikovany lokaln¢ v misté poSkozeni, podporuji
hojeni cerstvych koZnich ran. Opacny ucinek nastane, pokud hyaluronan odebereme
(u dospélych lidi a uplodu v pozdnim téhotenstvi), kdy nedostatek hyaluronanu povede
k fibrotickému zjizveni rany [53].

Aplikace hyaluronanu podporuje nejen hojeni akutnich ran, ale i1 chronickych
(napft. bércové viedy). Je zndmo, Ze ve vEétSin€ chronickych ran je ptimé poskozeni tkdn€ jednim
z disledkit dlouhodobého zéanétu zprosttedkovaného ROS a degradujicimi enzymy.
V takto poSkozené tkani hyaluronan zabranuje volnym radikalim v dalSimu poskozovani tkané
[56].

ProtoZe je hyaluronan nedilnou soucasti ECM, tvofi patefni strukturu pro organizaci
proteoglykanti [56]. Také tvoii asociace s kolagenem, fibrinem a dal$imi molekulami.
V¢asna reakce na poskozeni tkan€ zahrnuje vytvoreni docasné matrice bohaté na hyaluronan

a fibrin, ktera podporuje pfiliv fibroblastl a endotelidlnich bunék do mista poranéni a naslednou
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tvorbu granulac¢ni tkané€. Jeho hydrofilni povaha napomaha vytvofit prostiedi vhodné
pro migraci bunck, zatimco témto bunkam poskytuje ochranu pied volnymi radikély
a proteolytickym poSkozenim. Toto je jednou z fyzikalné-chemickych vlastnosti
polyaniontovych polymera, diky které¢ zprostiedkovava hojeni akutnich i chronickych ran [56].

S aktivaci zanétlivych mechanisml se aktivuje i mechanismus reparaci. Je potieba,
aby se eliminovalo mnozstvi poskozenych bunck a aktivovaly se fibroblastické mechanismy
(vyvolavajici tvorbu vaziva), angiogeneze, remodelace a regenerace poskozené tkané [54].
Syntéza HA se tak podstatné zvysuje v mistech poskozeni nebo infekce a koncentrace HA jsou
v zénétlivych tkanich znacné zvysené. K akumulaci leukocytll v misté zdnétu vedou fragmenty
HA, které slouzi jako chemoreaktanty. Z toho diivodu se zvysi migrace zanétlivych bunék.
Fyziologicky je produkce HA zvySena v zanétlivé tkani, patologicky je vyssi koncentrace
pti chronickych onemocnéni (nddorova onemocnéni, Diabetes mellitus 2. typu, chronicka
zanétlivd onemocnéni aj.). Akumulace HA, resp. vyssi koncentrace, je spojovana s veétSim
mnozstvim ECM. HA v mistech poskozeni pfispivd k migraci leukocytd, jejich proliferaci
a diferenciaci [53].

Pfi zanétu je produkovédno mnoho faktord potfebnych k hojeni ran, mezi které se fadi
rustové faktory, cytokiny, eikosanoidy aj. Ty podporuji migraci zanétlivych bunék
(T a B lymfocytt), fibroblasti a endotelidlnich bun¢k do mista posSkozeni tkané [56]. TNF-a
(Tumor Necrosis Factor a) je dilezity cytokin generovany pii zdnétu. Tento endogenni pyrogen
patii mezi reaktanty akutni faze. Stimuluje expresi TSG-6 (TNF-Stimulated Gene 6 protein)
ve fibroblastech, chondrocytech a synovidlnich bunikach. TSG-6 je protein vazajici hyaluronan,
ktery hraje dilezitou roli pfi zan€tu a mj. i pii ovulaci. S inhibitorem serinové proteasy
Ial (Inter-a-trypsin inhibitors) vytvaii stabilni komplex a zesiluje inhibi¢ni Uc¢inek Ial
na proteasovou aktivitu plasminu [56, 57]. Plasmin se podili na aktivaci proteas vedouci
k zanétlivému poskozeni tkané. PfestoZe je zanét nedilnou soucasti pii tvorbé granulacni tkane,
pro fyziologickou regeneraci tkané¢ musi byt zadnét zmirnén, aby se granulac¢ni tkan
stabilizovala. Kromé toho, Ze hyaluronan v pozd¢jsich fazich zanétu chrani tkan pred ucinkem
volnych radikald, mlzZe také pisobit, prostfednictvim interakci s biologickymi slozkami,
jako negativni zpétnd vazba zanétlivé aktivace. Piisobeni komplexu TSG-6/Ial, ktery mize byt
navazan v ECM na hyaluronan, slouzi jako silnd negativni zpé&tna vazba vedouci ke zmirnéni
zanétu a stabilizaci granulacni tkdn€ v prab&hu hojeni [56].

Exprese CD44 a jeho interakce s HA ovliviiuje migraci polymorfonuklearnich bun¢k

(PMN) do mista zdnétu. TSG-6 inhibuje odtok PMN a invazi neutrofili do zanicenych tkéni.
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Prestoze CD44 zprosttedkovava adhezi a migraci bun¢k do mista zanétu, jejich migraci pfimo
v zanicenych tkanich neovliviiuje [42].

Zjistilo se, ze za stav a vyvoj zanétil jsou zodpoveédné i dalsi receptory HA. Konkrétné
receptor RHAMM je rozhodujici pro migraci makrofagti do oblasti poranéni tkané€, receptor
CD44 je rozhodujici pro ukonceni zanétlivé reakce a s nim spolupracujici Toll-like receptory
ovlivituji aktivaci vrozeného imunitniho systému. Béhem zanétu je hyaluronan navazén na
receptor CD44 anebo RHAMM. Poté se hyaluronan navaze na TSG-6 (Tumor nekrotizujici
faktor stimulovany genem 6), ktery je vyvolany zanétem a na ktery je navazan i lal Inter-a-
trypsin-inhibitor). To vede k ukladani hyaluronanu. Takto strukturn¢ ulozeny hyaluronan spolu
s versikanem déale mohou slouzit jako zdkladna pro zanétlivé bunky [51].

Mnoho nemoci je doprovazeno zanétlivymi procesy, do kterych je zapojena i degradace
HA o vysoké molekulové hmotnosti. Mezi tato onemocnéni patii napt. osteoartrdza, kozni
poranéni, astma ¢i urologické malignity. Postizeny pacient vykazuje Casto znamky typické
pro zanét — z¢ervenani, otok, teplota a bolest. To naznacuje, Ze postizena ¢ast téla je bolestiva,
otekld, zarudld a je teplejSi vzhledem k okolni tkani. K témto pfiznakim piispivd mimo
aktivace proteolytickymi enzymy i1 ROS. Protoze HA je sloZena ze stfidajicich se
monosacharidii spojenych glykosidickou vazbou, je pravé glykosidickd vazba mezi dvéma
sacharidovymi pyranosylovymi kruhy vyhodnym reakénim mistem pro hydroxylovy radikal
(OH"), coz vede k depolymerizaci HA [40].

Hyaluronan muze také hrat roli pifi kontrole angiogeneze. Bylo prokazéano,
ze hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti v ECM inhibuje angiogenezi, na rozdil
od hyaluronanu o nizké molekulové hmotnosti, ktery podporuje angiogenezi a zvySuje produkei
kolagenu endotelidlnimi buitkami [43].

Dtlezitou funkci zastdva hyaluronan i v epidermis. Jako soucast ECM keratinocyti
snizuje ucinek volnych radikall a zajiStuje prichod zivin (diky hydratovanému prostiedi).
Za fyziologickych podminek se zapojuje do kontroly proliferace keratinocytl stejné jako
pii reepitelizaci a opravy tkané€ [56]. Pfi hojeni je hyaluronan syntetizovan v okrajich rany
predevsim v migrujicich keratinocytech s exprimovanym receptorem CD44. Pti patologickych
zménach, napf. potlaceni exprese CD44, miZze dojit k akumulaci HA v povrchové dermis,
k morfologickym zménam a defektni proliferaci keratinocytli. Miize také dojit ke zhorSeni

elasticity kiize ¢i opravnym mechanismim [58].
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2.5.1 HA a buiiky imunitniho systému

Zakladem dobie fungujiciho imunitniho systému je schopnost lymfocyti adherovat
a volné¢ migrovat prostfednictvim pojivovych tkani. Jednou z klicovych slozek vrozeného
imunitniho systému je 1 TLR (Toll-like receptor), ktery rozpoznava mikrobidlni i nemikrobialni
molekuly. Kyselinu hyaluronovou, glykosaminoglykan v extracelularni matrix, rozpoznavaji
pfedevSim TLR2 a TLR4 [48].

Aktivované B-lymfocyty exprimuji znak CD44, ¢im se pfimo mohou vézat na HA.
Nizkomolekuldrni HA praveé prostiednictvim CD44 podporuje chemotaxi B-lymfocytu,
expresi cytokinil a hraje roli pfi zrani a ndsledné produkci protilatek [53].

Aktivované T-lymfocyty maji na svém povrchu zvySenou expresi znaku CD44,
a tim 1 zvySenou vazbu s HA. Je to zprostiedkovano prostiednictvim aktivace p56(lck)
a néslednou fosforylaci ZAP-70 [53]. Nereceptorova tyrosin-protein kinasa (p56(Ick); Lck)
hraje zasadni roli pii vybéru a zrani vyvijejicich se T-lymfocytl v brzliku a ve funkeci zralych
T-lymfocytd. Je dilezita v signdlnich transduk¢nich drahdch vézanych na T-bunéény antigen
(TCR). ZAP 70 reguluje motilitu, adhezi a cytokinovou expresi zralych T-bun¢k. Ptispiva také
k vyvoji a aktivaci primarnich B-lymfocytl [59]. Interakce CD44 s HA také ovliviuji preziti
bunck pomoci mechanismil zavislych a nezévislych na Fas. Receptor Fas po vazbé s ligandem
vede k apoptoze bunky. Exprese CD44 na T-lymfocytech hraje klicovou roli v citlivosti
T-lymfocyti na specifické antigeny [53].

DalSim zplsobem, jakym HA pfispiva k aktivaci B a T-lymfocytl,, je uc¢inek
na prezentaci antigenu. Nizkomolekularni HA podporuje zrani dendritickych bunck
prostfednictvim ucinkli na signalizaci TLR (Toll-like receptor), ¢imz zefektiviiuje funkci
dendritickych bunék pfi prezentaci antigenu [53] Mezibunécné interakce jsou podporovany
lokalizaci HA do mist imunitni synapse, coZ je misto kontaktu T-lymfocytu a antigen
prezentujici bunky. VyS$i koncentrace HA v téchto mistech mad za nasledek modulaci
prezentace antigenu, zvySeni proliferace, migrace a adheze imunitnich bunék. To vede zesileni
imunitnich odpovédi [53].

Funkci Treg (regulacnich T-lymfocytl) je potlaceni imunity. Vysokomolekularni HA
muze nejen podporovat homeostasu 7reg, zlepSovat jejich funkci a Zivotaschopnost
v nepfitomnosti antigenni aktivace, ale také mize inhibovat jejich indukei v mistech aktivniho
zanétu. Funkce HA v tomto ptipadé€ zavisi na f4zi imunitni odpovédi. Rovnovéha mezi vysoko
—anizkomolekuldrni HA tak ovliviiuje funkci 7reg v zanétlivych mistech tkané. To vysvétluje,

proc€ je v nezranéné a hojici se tkdni potlacend imunita a nezvysuje se pocet lymfocytii [60].
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Receptor CD44 ovliviiuje nejen T-lymfocyty, ale také granularni buiiky. Zavisi na ném
migrace neutrofilti do mista zanétu [42].

Navazani monoklonalnich protilatek na CD44 u makrofagti, zvySuje jejich kapacitu pro
fagocytozu apoptickych neutrofilti in vitro. Na mySim modelu bylo dokazano, Ze nedostatek
zanétem po neinfekénim poskozeni plic [61]. CD44 reguluje fagocytdézu zprostredkovanou
lidskymi makrofagy apoptotickych neutrofilnich granulocytii, nikoli vSak apoptotickych
lymfocyta [62].
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3. RADIOPROTEKTIVNI LATKY

Pfimé 1 nepiimé plisobeni zafeni na buiky a tkdné zpisobuje jejich poskozeni.
Diky znalosti mechanismu ptisobeni zafeni je mozné zkoumat, vyvijet a dale pouzivat rizné
latky, které by buniky a tkan¢€ alespon ¢astecné chranily nejen pied timto zafenim, ale piedevsim

pied jeho skodlivym plisobenim [63].

3.1 Mechanismy pusobeni radioprotektivnich latek

Mimo radioprotekce fyzikalni, kde je zahrnuto stinéni zafeni, zvySeni vzdalenosti
od zdroje zéfeni Ci frakcionace davky, mame 1 radioprotekci biologickou a chemickou.

Fyziologické a patofyziologické d€je spolu s netoxickymi latkami se vyuzivaji
v radioprotekci biologické. Zamérem je navozeni vyss$i rezistence organismu vuci ionizujicimu
zateni. V radioterapii se béZné¢ vyuziva hypoxie, dale se do biologické radioprotekce fadi
antibiotika [64, 65], vitaminy [66, 67], hormony [66] aj. BohuZzel, v soucasnosti rozséhlé vyuziti
biologickych radioprotektiv neni mozné. Divodem je nejen doba podani, kterd je velice
rozli$na, ale i niz$i uc¢innost oproti chemickym radioprotektivnim latkam.

Ucelem aplikace radioprotektivnich latek je bud’ zvyseni odolnosti organismu vici
ionizujicimu zéafeni, nebo naopak sniZzeni absorpce zafeni. Velice dulezitou roli hraji
radioprotektiva pii radioterapii. Radioprotektivni aktivita je zavisld na mechanismech uc¢inki
1na jejich U€inku na konkrétni Grovni v organismu — na molekularni Grovni, fyziologicko-
biochemické a na organické trovni [68]. Obecné radioprotektivni latky mohou snizovat tvorbu
volnych radikalli, vyvolavaji hypoxii a aktivuji bunécné radioprotektivni latky, mezi které se
fadi napiiklad superoxiddismutasa. Mimo to také radioprotektivni latky posiluji opravné

mechanismy na trovni DNA ¢i inhibuji signélni drahy [63].
3.1.1 Opravné a informacni mechanismy v tkanich

Tkan, kterd je okysliCend, je nachylnéj$i k poskozeni indukovaného zafenim,
protoze pritomnost a koncentrace kysliku ovliviiuje mnoZstvi vytvoteni reaktivnich forem
kysliku. Hypoxie v tkanich snizuje moznost vzniku téchto reaktivnich forem a tim i klesa riziko
poskozeni indukovaného zafenim. I docasné vytvoreni lokalniho hypoxického prostiedi dokéaze
pfed poskozenim builku ochranit. Hypoxické prostiedi mizou navodit vazoaktivni aminy
ajejich derivaty (serotonin a histamin), thioly (WR2721) i latky bez thiolové skupiny
(5-hydroxytryptamin) [69].
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Velice nachylnd na poskozeni je deoxyribonukleova kyselina (DNA). Jeji poskozeni
muze vést k mutacim, vzniku nadort a bunécéné smrti. Poskozeni DNA se miize tykat zlomt
fetézce DNA, poskozeni bazi a jejich modifikace nebo také tvorba adukti (pozménénych
nukleotidll). V bunkéch funguje nékolik opravnych mechanismii, jenz maji za ukol poskozenou
DNA opravit. Patfi sem pfima oprava, riizné excize bazi, nukleotidti, opravy zlomt ad. [63].

DalSim mechanismem piisobeni radioprotektivnich latek je jejich pisobeni na drahy
signalizujici bunénou smrt. Po ozafeni radiosenzitivnich tkanich dochazi k obrovské ztraté
bun¢k. Divodem je aktivace signalnalnich a apoptickych drah. Signalizace proteinu p53
(funguje jako senzor poskozeni DNA) zvySuje hladinu proteinu p21 (protein inhibujici ¢innost
kinas regulujici bunéény cyklus), ¢imz je zastaven bunéény cyklus a nastdva bunécna smrt
(apoptoza) [63]. Latky inhibujici protein p53 tedy zabraiiuji nadmérné apoptoze bunék,
¢imz je prokézan jejich radioprotektivni G€inek. Mezi tyto latky se fadi orthovanadi¢nan sodny
(NazVO4-2H>0), ktery inhibuje apoptézu zavislou na p53, chranil mySi modely pred
hematopoetickym syndromem, pifithrin, ktery chrani pted y — zafenim, aj. [70].

Zvlastnosti je, ze neozéatené bunky vykazuji poSkozeni indukované ozafenim — radiacné
indukovany vedlejsi efekt. Predpoklada se, ze divodem je mezibunécnd, tzv. parakrinni
signalizace, kdy ozafené bunky ,,vysilaji signaly* bunikam v blizkém okoli, které ozareny
nebyly, pomoci tésnych spoji Tento typ spojeni se nachazi v misté, kde dochazi k piiblizeni
membran bunék. Konexony (polovi¢ni kandly), které jsou tvofeny Sesti konexiny (proteiny),
mohou protékat ionty, organické latky ¢i metabolity. Blokaci téchto kanalii dojde k preruseni
signalizace a spojeni bunék. Tim se muze zastavit pfenos signalu z poSkozenych bunék
k neposkozenym a dojde k vyznamnému pieruseni radiacné indukovaného vedlejSiho efektu.
Mezi latky inhibujici tvorbu tésnych spojii se fadi Lindan (chlorovany cyklicky uhlovodik,
CsHeCls), ktery plisobi endocytoticky a methylproamin, ktery poskytuje radioprotektivni

ochranu danym i okolnim buitkkdm [63].
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3.2 Rozdéleni radioprotektivnich latek

Radioprotektivni latky mizeme rozdélit podle nékolika riznych kritérii — doby Gcinku,
mechanismu ucinku, ptivodu aj.

Dle doby tucinku je rozd€lujeme na kratkodobé, které ucinkuji pouze nékolik minut
¢i hodin a dlouhodobé. Latky kratkodobé se uZzivaji jednordzové a jejich aplikaci je mozné
provést opakované. Mohou se uplatnit pii lokalni radioterapii ¢i pfed expozici zafenim
v kontaminovaném prostiedi. Latky s dlouhodobym ucinkem, jejichZ ochranny ucCinek
nastupuje pozd¢ji, chrani organismus delsi dobu. Tyto latky mohou pro dosazeni optimalniho
ucinku Casto vyzadovat i opakovanou aplikaci [68].

Latky muzeme rozdélit podle ucinkii a doby podani do t#i vétSich skupin —
radioprotektory, mitigatory zafeni a terapeutika. Radioprotektory jsou takové latky, které jsou
dodavany pied ozatfenim nebo v dobé ozafeni, mitigatory jsou latky, které zmirfiuji Gi¢inek
zafeni, a jsou podavany jiz béhem ozéfeni, ¢i kratce po ném a terapeutika jsou aplikovana
po prvnich ptiznacich [63].

Jind klasifikace rozdé€luje radioprotektivni latky na radioprotektory, adaptogeny
a absorbenty. Radioprotektory jsou latky, které chrani. Obvykle jsou to antioxidanty nebo
sulthydrylové slouc¢eniny. Adaptogeny se vyskytuji pfirozen¢ a jsou extrahovany z rostlin nebo
zvitat. Ochranny ucinek téchto latek se projevuje pifi nizkych urovnich ionizujiciho zafeni.
Jejich vyhodou je mald toxicita. Mohou ovlivnit regulaéni systém exponovanych organismi
a zesilit celkovou nespecifickou rezistenci organismu. Absorbenty chrani organismus pied
vnitfnim zafenim. Patfi sem napf. 1éky, které brani zaclenéni radioaktivniho jodu do §titné Zlazy
[71].

Podle pivodu miZeme latky rozdélit do dvou skupin — na pfirodni a synteticka.
Do skupiny pfirodnich radioprotektivnich latek miZeme zatadit naptiklad vitaminy, hormony
¢i extrakty z bylin a rostlin. Mezi syntetické radioprotektivni latky mizeme zatadit syntetické
slouceniny s thiolovou skupinou (SH), kterd mé radioprotektivni aktivitu, stejné jako latky

bez thiolové skupiny [63].
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3.2.1 Priklady radioprotektivnich liatek — prirodni

Vitaminy a prvky

Obecné jsou vitaminy A, C a E povazovany, stejné i1 jako selen, za antioxidanty.
Jako radioprotektivni latky funguji diky blokovani Sifeni reakci, jez byly iniciovany volnymi
radikaly (ROS a RNS). Vitamin A, ktery je rozpustén v sdjovém oleji [72], chrani pied
biologickymi G¢inky vnitfniho zafeni (vnitinimi radionuklidy) a uziva se pii 1é¢bé radionuklidy
jodem ('3'I) u naddorového onemocnéni §titné zlazy [63]. Podobné i vitamin C piisobi proti
vnitini expozici zafeni pii aplikaci '*'I. Nékteré studie uvadi, 7e vitamin C, diky zhaseni
volnych radikali, snizuje frekvence vyskytu chromozomadlnich aberaci, které byly (u mysi)
zpusobeny zafenim y [63].
Vitamin E u potkant ¢aste¢né¢ zabranuje enterititid€ zpiisobenou ozafenim. Samostatny vitamin
E, popt. jeho kombinace s WR-3689 (aminofosforothioat), u mysi zvySuje po ozareni Sanci
na preziti [63]. Nedostatek stopového prvku — selenu — mé za nasledek zvySenou Sanci na vznik
riznych onemocnéni a chorob (nadorova onemocnéni, srde¢ni choroby). Ve formé
selenoproteinu ptisobi, podobné jako vyse zminéné vitaminy, jako antioxidant [73]. Tim chrani
pfed oxidacnim stresem zpiisobenym reaktivnimi formami kysliku a dusiku. Bylo pozorovéno,
Ze u pacientd s nddorovym onemocnénim prsu, kterym byla indikovana radioterapie, doslo ke
snizeni plazmatickych hladin selenu a tim ke zvySeni nezadoucich vedlejSich ucinka zareni
[69].

Glutamin

Glutamin je neesencialni aminokyselina. Jeho antioxidacni Uc¢inky tuzce souvisi
s tvorbou glutathionu. Ten je zndm svymi ochrannymi ucinky ptfed poskozenim buné&k
reaktivnimi formami kysliku. Terapie glutaminem napomaha pacientim s radiacni toxicitou
tim, Ze sniZuje jeji projevy. Mezi Casté projevy radiacni toxicity patii mukositida, radiacni
dermatitida ¢i esofagitida. Mukositida je definovdna jako zanétlivé a viedové onemocnéni
sliznice dutiny ustni, dermatitida je onemocnéni kiize a esofagitida se tyka jicnu. VSechna tato

onemocnéni se ¢asto vyskytuji u pacientl podstupujici radioterapii a chemoterapii [23, 74].
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Hormony
o Melatonin

Hormon melatonin je produkovan epifyzou a je 1 syntetizovan v rostlinach.
Velice ucinné zhasi reaktivni formy kysliku — konkrétné hydroxylové a peroxylové radikaly.
U mys$i zvySuje po ozafeni Sanci na preziti, u potkani zabranuje oxida¢nimu poskozeni jater
zpusobeného zafenim y snizenim hladiny malondialdehydu a zvySenim hladiny glutathionu.
Podobné pozitivni ucinky mél melatonin i u pacienti s nddorovym onemocnénim, kterym byl

indikovan samostatné, ¢i v kombinaci s radioterapii [63, 66].
e Prostaglandiny

Prostaglandiny patii mezi latky podobné hormontim. Jsou syntetizovany témer ve vSech
organech téla, ale oproti hormonim se nepienaseji krvi a plsobi pouze parakrinné.
Jejich syntéze byva Casto podnécovana napi. zénéty, hormony ¢&i alergickymi reakcemi.
Své radioprotektivni G€inky poskytuji napf. 1 kostni dieni ¢i zarode¢nym epitelidlnim buitkdm

[63].

Metylxantin

Purinové baze xantin, se bézn€ nachdzi v riznych télesnych tekutinach a tkdnich (krev,
mo¢, svaly). Mimo to jej také mtizeme nalézt na v n€kterych rostlinach. Mezi metylxantiny se
fadi kofein, theobromin, theofylin a pentoxifylin. Ve vod¢ rozpustna 1é¢iva latka pentoxifylin,
ma velice silnou protinddorovou aktivitu. Jako samostatnd latka, popi. v kombinaci

s vitaminem E, zmirnuje fibrézu indukovanou ozafenim [63, 75].

Fytoradioprotektivni latky

Mnoho rostlin, ¢i sloucenin z té€chto rostlin ziskanych, maji radioprotektivni u¢inky.
Jejich vyhodou je velice nizka toxicita a vysoka snasenlivost. Latky produkované rostlinami
pusobi jako radioprotektiva pomoci riznych mechanismi. Prevazné se jedna o latky
s antioxidanimi Uc¢inky, dale o latky zabranujici poskozeni DNA, napomahajici opravam DNA
nebo latky s protizanétlivym ucinkem.

Fytoradioprotektivni latkami jsou napf. polyfenoly, které dokaZzou chranit pfed radiacni
toxicitou [76]. Mezi polyfenoly se fadi polyfenoly z ¢erného a zeleného Caje, extrakty z jinanu
dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba), citrusii, maty a zdzvoru. Dale zde patfi 1 kurkumin ¢i kyselina

kavova, jenz je prekurzorem kyseliny ferulové. Flavonoidy a jejich derivaty, jsou pfirozené se
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vyskytujici polyfenolické slouceniny. Tato ve vod¢€ rozpustnd barviva jsou syntetizovana pouze
v rostlindch. Nalezneme je ptedevsim ve vysSich rostlinach a jsou zodpovédné za zbarveni
kvétd. Mimo to je také nalezneme i v listech a kiife stromt, také v ovoci a zeleniné.
Piisobi podobné jako vitaminy — maji silné antioxidacni ucinky. Jejich radioprotektivni funkce
tkvi ve zhaseni ROS, piedev§im hydroxylového radikalu. Kurkumin [77] snizuje peroxidaci
lipidl a zvySuje antioxida¢ni u€inky v lymfocytech. M4 ochranné ucinky proti akutni i toxické
radiacni dermatitidé. Kyselina kavova (3,4-dihydroxyskoficova kyselina) a jeji estery také
dokazou chranit organismus pied radiacni toxicitou. Podobné jako kurkumin snizuji peroxidaci
lipidii, dale bylo prokazano, ze kyselina kavova chrani pted poskozenim DNA vyvolanym
zafenim a peroxidaci lipidd v lidskych lymfocytech periferni krve. Kyselina ferulova
ma protizanétlivé G€inky a jako kurkumin a kyselina kdvova antioxidaéni Ucinky.
Vyznamné sniZuje peroxidaci lipidit a poSkozeni DNA po expozici y-zafenim. Dalsi pfirodni
latkou s radioprotektivnimi ucinky je lykopen. Tento karotenoid patfi mezi tetraterpeny

a je jednim z provitaminQ vitaminu A [23].

Bunécné enzymy

Za stresovych podminek se v buitkach aktivuji endogenni zhasece volnych radikald.
Radi se mezi né superoxiddismutasa a glutathion, coZ jsou enzymy pieméiujici volné radikély
kysliku na peroxid vodiku. Touto pfeménou chrani buiiku pted vlivem kyslikovych radikala
a pusobi tak jako radioprotektiva. Konkrétné superoxiddismutasa s kofaktorem Mn (MnSOD),
ktera je pfitomna v mitochondriich, zhasi superoxidové radikdly. Ty jsou generovany béhem
oxida¢ni fosforylace a oxida¢niho stresu. DalSim krokem po pievedeni superoxidovych
radikald na peroxid vodiku je reakce peroxidu vodiku s katalasou. Tento enzym rozklada

peroxid vodiku na vodu a kyslik — H2O> — H>O + Oo.
o Superoxiddismutasa (SOD) a komplexy kovii

Superoxiddismutasa je ptirozené se vyskytujici enzym s antioxida¢nimi uCinky.
V eukaryotickych buinikdch pouziva superoxiddismutasa jako kofaktor Cu nebo Zn.
Existuji také varianty s Mn & Ni. Viechny formy SOD dokazou zhaset volné radikaly. Radi se
mezi vyznamné antioxidanty bun¢k, které chrani pfed reaktivnimi formami kysliku [23].
SOD dokaze zhaset superoxidovy radikal, ktery je jejim piisobenim pfeménén na méné toxicky
peroxid vodiku. Nové vznikly peroxid vodiku je pfeménén katalasou na dalsi, méné toxické

slouceniny. Ackoliv je SOD povazovana na velice silnou radioprotekéni latku, jeji klinické
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pouziti je velice omezené. Diivodem je kratky poloc¢as rozpadu, vysoka molekulova hmotnost

a neschopnost volného ptechodu skrze bunécnou membranu [70].
e  Glutathion

Dalsim endogennim zhaSeCem je glutathion. ZvySenda aktivita enzymu
glutathion-S-transferasy vede ke zvySené koncentraci redukovaného glutathionu. Ten se fadi
mezi hlavni intraceluldrni antioxidanty, a mimo jiné také podili na detoxifikaci nékterych
xenobiotik Jeho syntéza probiha v erytrocytech, kde je jeho piitomnost nezbytna pro zhaSeni
reaktivnich forem kysliku. Glutathion jako redukcni Cinidlo také udrzuje v erytrocytech

stabilitu membrany a spravné oxido-reduk¢éni prostiedi [63].

3.2.2 Priklady radioprotektivnich latek — syntetické

Radioprotektivni latky syntetické s thiolovou skupinou

Zjistilo se, aminokyselina cystein, obsahuje thiolovou skupinu (SH),
kterd ma radioprotektivni G¢inky. Toho poznatku se vyuzilo a zacaly se vyvijet syntetické
slouceniny, které pravé thiolovou skupinu obsahuji. Mezi vysoce u¢innou slouceninu s amino-
thiolovou skupinou patii amifostin (WR-2721) [78]. Toto neaktivni prolé¢ivo se defosforylaci
prevede na aktivni metabolit amifostinu znaceného jako WR-1065. Podle preklinickych studii
amifostin selektivné chrani normalni buniky priméarn€ zhaSenim ROS, urychlenim regenerace
poskozené DNA darovanim vodiku a indukci bunééné hypoxie. Klinickymi zkouskami se jevi
tato slou€enina jako velice slibnd, protoze je bezpecné a nedochazi u ni k Zadnému toxickému
hromadéni v organismu. Podéani této latky musi byt bezprostfedné pied radioterapii,
protoze jeho polocas v plazmé€ nedosahuje téméf ani deseti minut. Podobné ucinkuje

1 aminothiolovy analog — PrC-210 [63].

Nitroxidy

Jako radioprotektivni latky bez thiolové skupiny se uvadéji nitroxidy s nizkou
molekulovou hmotnosti. Nitroxid a jeho redukéni produkt, hydroxylamin, chrani bunky
reakcemi s jinymi volnymi radikdly (napf. ROS) pted oxidacnim posSkozenim [70].
Piikladem pouZiti nitroxidd je tempol (TMPN, MTS-01) [79]. Diky nizké molekulové
hmotnosti je schopen voln€ prostupovat bunéénou membrdnou a napodobuje piisobeni
superoxiddismutasy. Jako stabilni slou¢enina mtuze byt MTS-01 schopen chranit buiiky pfed
Skodlivymi u¢inky ROS po vystaveni ionizujicimu zafeni a poté 1 oxida¢nimu stresu.
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Lokaln¢ aplikovany MTS-01 mtze béhem radioterapie chranit normalni tkan pied radiacné

indukovanou toxicitou a vznikem napt. radia¢ni dermatitidy.

Bis-benzimidazoly

Bis-benzimidazoly jsou heterocyklické aromatické slouceniny obsahujici dvé
bezimidazolové skupiny a jednu fenolovou skupinu. Radioprotetivniho ucinku je dosazeno
skrze navazani této slouCeniny do malého zlabku Sroubovice DNA. Odvozeny
bis-benzimidazolovy DNA ligand (Hoechst-33342), ktery je aplikovany intravendzné,
potlacuje apoptickou odpovéd’ a chrani i pied ¢asnou ztratou endotelidlnich bunék indukovanou

zéatrenim [63].

Fullereny

Fullereny se fadi mezi alotropy uhliku a jsou slozeny pouze ze sudého poc¢tu uhlikovych
atomtl. Protoze jsou prostorové svinuté do tvar kouli ¢i elipsoid, jsou velice odolné vuci
vnéj§im fyzikalnim vliviim. NejstabilnéjSim fulleren obsahuje 60 atomt uhliku. Tento typ ma
v savéim systému vétsi radioprotektivitu bez toxickych ucinkil napt. oproti amifostinu. Ve vodé
rozpustné fullereny umi zachytit volné radikaly (hydroxylové ¢i superaniontové) a reaktivni

formy kysliku (ROS) [80].

3.3 Kyselina hyaluronova jako radioprotektivni latka

Radioprotektivni Gi¢inky HA jsou ovlivnény receptory. Patii mezi né TLR4 a COX-2.
Ve studii [2] bylo testovano poskozeni sttevniho epitele u mysi. Reakci na zateni byla zvySena
exprese HAS-1, HAS-2 1 HAS-3. Tim se zvedly i1 plazmatické hladiny HA. Né&kterym byla
vpravena intraperitonealné HA. Z pozorovani vyplynulo, Ze u mysi, kterym byla aplikovana
exogenni HA, zvySovalo preziti krypt a snizilo apoptozu vyvolanou zafenim.
Dale bylo prokézano, ze pti podani exogenni HA mysim s deficitem COX-2, nedoslo ke zvySeni
preziti krypt, ani ke sniZeni radiacné indukované apoptozy [2].

V jiné studii [1] byl pouzit zesitény hyaluronanovy gel. Byl pouzit jako oddalovaci
raménko pii radioterapii u nadorového onemocnéni prostaty. Gel byl aplikovan injekéné
do perirektdlniho tuku ajeho ukolem bylo zvySeni vzdélenosti prostaty od kone€niku.

Ten je na GCinky radioterapie velice citlivy a nasledna akutni rektdlni toxicita se projevuje
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prijmem. Zavérem této studie bylo, ze zesitény hyaluronanovy gel zvétSenim vzdalenosti mezi
rektem a prostatou snizil akutni rektalni toxicitu zptisobenou radioterapii [1].

Pro vyvoj tkanového inzenyrstvi jsou dilezité vysledky ve studii vlivu zesitovacich
¢inidel. V této studii bylo prokazano, ze pii zesiténi houbovité struktury kolagen-hyaluronan
pomoci EDC bylo zmirnéno strukturdlni poSkozeni zptsobené gama zafenim pii sterilizaci.
Také bylo dosazeno lepsSich fyzikalnich vlastnosti a enzymatické stability [81].

Ve studii je prokazéana radioprotektivni vlastnost zesiténych HA-NPs v plicni tkani
aplikovanych pfed ozarenim. Mimo jiné se zde také prokazala dlouhodoba stabilita nanocastic
pfi riznych teplotach i pfi vlivu ionizujiciho zéfeni [70].

Konjugovana kyselina hyaluronova byla také vyuzivana ve studii [82] jako nosi¢ pro

radioprotektivni latku — fenylester kyseliny kavové.
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CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zavedeni postuptl pro pfipravu nanoc¢astic na bazi

kyseliny hyaluronové pro in vivo aplikace, v¢etné jejich fluorescen¢niho znaceni.

1) Pfiprava nanocastic kyseliny hyaluronové o definovanych velikostech s minimalni
disperzitou s vyuzitim rtizné délky fetézci kyseliny hyaluronové a zesitovacich
Cinidel.

2) Charakterizace pfipravenych nanocastic pomoci zdkladnich parametri -
hydrodynamicky primér, index polydisperzity a zeta potencial.

3) Zavedeni metody pro znaCeni nanocastic kyseliny hyaluronové fluorescencnimi
znaCkami véetné charakterizace nanocastic pomoci zakladnich parametri a intenzity

zareni.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

e Analyzator velikosti nanoc¢astic, potencidlu zeta a molekulové hmotnosti HORIBA SZ-100
vcetné software (HORIBA, Ltd., Kjéto, Japonsko)

e Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Denzitometrické stanice ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e Orbitalni tfepacka Multi Bio-3D (Biosan, Grant Instruments Ltd., Litva)

e Orbitalni trepacka PSU-20i (Biosan, Grant Instruments Ltd., Litva)

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

e Software ImageLab™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

o Software MATLAB (The MathWorks, Inc., Massachusetts, USA)

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

e Vihy analytické Kern ATB 220-5DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e Vahy analytické Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen, Némecko)

e Vahy laboratorni Kern 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e Vakuovy koncentrator Christ RVC 2-18 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Némecko)

e Vortex (Grant-bio, Cambrige, Velka Britdnie; VELP Scientifica Srl, Usmate Velate, Italie)
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4.2 Priprava dialyza¢nich membran
Chemikalie:

e Kyselina sirové p. a. 96% (H2SOs4, Penta, Chrudim, CR)
e Sulfid sodny (Na>S-9H>0, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Destilovana voda
Pouzité roztoky:

e Roztok kyseliny sirové 0,2%
e Roztok sulfidu sodného 0,3%

e Destilovana voda
Potieby:

e Dialyzaéni membréna z regenerované celulosy (cut-off 12,5 — 13 kDa, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)

Postup:

Dialyza¢ni membrany byly nastfihany na vétsi kusy (dle potfeby). Membrany byly
ponofeny do destilované vody, ve které se nechaly minimalné 1,5 hodiny, popt. do druhého
dne. V pribéhu bobtnani byly pfipraveny roztoky, které jsou potfebné k tipravé membran —
0,3% roztok sulfidu sodného a roztok 0,2% kyseliny sirové. Roztok sulfidu sodného byl
zahtivéan a poté udrzovan pfi teploté¢ £80 °C. Roztok kyseliny sirové se nezahtival. Dale byly
pfipraveny dvé nadoby s dostatecnym mnoZstvim destilované vody, kterd byla zahtéta
a udrZzovana pii teploté £60 °C.

Po nabobtnani dialyza¢nich membran v destilované vodé, se opatrné¢ sklenénou
ty¢inkou pfendaly do ptipraveného roztoku sulfidu sodného. Po jedné minuté byly membrany
sklenénou ty¢inkou pfendany do nadoby s horkou destilovanou vodou, kde se dvé minuty
proplachovaly od nadbyte¢ného sulfidu.

Nasledovalo pfeneseni membran do roztoku kyseliny sirove, ve kterém byly ponechany
pfiblizné minutu. Posledni proplachnuti membran probihalo v horké destilované vode¢.

Nakonec byly takto pfipravené dialyzacni membrany opatrn€ pieneseny

do redestilované vody a uchovavany v lednici pii 4-8 °C.
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4.3 Priprava nanocastic kyseliny hyaluronové

4.3.1 Priprava nanocastic kyseliny hyaluronové karbodiimidovou metodou
Chemikalie:

e Kyselina hyaluronova ze Streptococcus equi (HA, Mw 1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

e Kyselina hyaluronova ze Streptococcus zooepidemicus (HA, Mw 30 kDa, Contipro a.s.,
Dolni Dobroug, CR)

e Kyselina hyaluronova ze Streptococcus zooepidemicus (HA, Mw 170 kDa, Contipro a.s.,
Dolni Dobroug, CR)

e N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Dihydrazid kyseliny adipové (AAD, Fluka, Buchs, Svycarsko)

e Aceton p. a. (Penta, Chrudim, CR)

e Chlorid sodny (NaCl, lach:ner, Neratovice, CR)

e Redestilovna voda
Pouzité roztoky:

e Roztok kyseliny hyaluronové (2,5 mg/ml)

e Roztok EDC (koncentrace dle potieby, pfipravit vzdy Cerstvy)
e Roztok AAD (koncentrace dle potieby)

e Roztok NaCl (0,9%)

Zakladni postup:

Do sklenéné lahvicky s teflonovym vi¢kem bylo pipetovano 1,2 ml zdsobniho roztoku
HA. Toto mnozstvi odpovidalo pfiblizné¢ 3 mg HA. Za stdlého michani bylo postupné
pfikapavéano 2,04 ml acetonu. Po tomto ptfidavku acetonu se smés nechala za stalého michani
na orbitalni ttepacce inkubovat 15 minut pfi laboratorni teplote. Po uplynuti inkubacni doby byl
postupné pfidan roztok EDC a roztok AAD, oba o puvodni koncentraci 1,2 mg/30 pl.
V modifikovanych postupech se koncentrace a pomér roztokit ménil. Za kazdym nové
pfidanym roztokem musela byt smé&s dobfe homogenizovana. Po promichédni se smés nechala
inkubovat 30 minut na orbitdlni tfepacce pii laboratorni teploté. Nasledovaly tii jednotlivé

ptidavky acetonu o objemech 1,22 ml. Aceton byl pfidavan ke smési po kapkach za stalého
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michani, a po kazdém ptidavku nasledovala inkubace (10 — 30 minut). Po posledni inkubaci byl
obsah lahvicky pieveden do plastovych zkumavek. Zkumavky byly vlozeny do vakuového
koncentratoru, kde byl odpafenim odstranén piebytecny aceton pii teplot€¢ 50 °C o Casovém
intervalu zévislém na objemu roztoku. Koncentrovana smés, jiz zbavena vétSiny acetonu, byla
pfevedena do predem pfipravenych dialyzacnich membran, které byly opatfeny svorkami.
Dialyza¢ni membrany byly vlozeny do dialyzac¢niho roztoku (0,9% NaCl). Dialyza probihala
pies noc do druhého dne pii laboratorni teploté za stdlého michani na orbitalni tfepacce.
Vymeéna dialyzacniho roztoku probehla cca po 3-4 hodinach od poc¢atku dialyzy. Druhy den
byla dialyza ukoncena a obsah membran byl pfeveden do plastovych zkumavek. Zaznamenal
se objem jednotlivych vzorki avypocitala se predpokladand koncentrace nanocastic.
Zkumavky byly popsany a uchovavany v lednici pii 4-8 °C. U takto pfipravenych ¢astic byly

meéfeny zadané parametry.
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4.3.2 Priprava  nanodastic  Kkyseliny  hyaluronové  pomoci  zesiténi

bis(3-aminopropyl)aminem
Chemikalie:

e Kyselina hyaluronova (HA, Mw 1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e bis(3-aminopropyl)amin (BAPA) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Hydroxid sodny p. a. (NaOH, Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina chlorovodikova p. a. (HCI, Penta, Chrudim, CR)

e Chlorid sodny (NaCl, lach:ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e Roztok kyseliny hyaluronové (Mw 1,8 MDa, 2,5 mg/ml)

e Roztok 1% bis-(3-aminopropyl)amin (pH 5,5; upravit 10M NaOH popt. 6M HCI)
e Roztok EDC (2,4 mg/30 pl, ptipravit vzdy Cerstvy)

e Roztok 0,1M hydroxidu sodného

e Roztok 6M kyseliny chlorovodikové

e Roztok NaCl (0,9%)

Postup:

Do sklenéné vialky s teflonovym vickem bylo odpipetovano 1,2 ml pfedptipraveného
zasobniho roztoku kyseliny hyaluronové (Mw 1,8 MDa) o koncentraci 2,5 mg/ml.
Toto mnozstvi odpovida ptiblizné 3 mg kyseliny hyaluronové. K zasobnimu roztoku byl pfidan
tedici roztok (redestilovana voda nebo acetatovy pufr o pH 5,5) o objemu 1,8 ml. K roztoku byl
za stalého michani po kapkach pifidan roztok EDC (2,4 mg/30 ul) a smés byla dobie
promichana. Poté byl po kapkach ptfidan roztok BAPA, ktery zde fungoval jako zesitovaci
¢inidlo (pH upraveno 10M NaOH popi. 6M HCI na pH 5,5). Opét byla smés promichdna
a inkubovdna na orbitalni tfepacce pfti laboratorni teploté. Délka inkubace byla zvolena
0od30do 90 minut. Vznikl opaleskujici roztok, ktery byl dialyzovan v dialyzac¢nich
membranach do 0,9% NaCl. Dialyza probihala pfes noc s jednou vyménou dialyzacniho
roztoku. Po ukonceni dialyzy byl obsah membran pieveden do plastovych zkumavek,
zaznamenal se objem jednotlivych vzorkd, vypocitala se predpokladana koncentrace nanoc¢éstic
kyseliny hyaluronové. Nasledné byly vzorky uchovavéany v lednici pii teploté 4-8 °C.
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4.4 Znaceni nanocastic

4.4.1 Znaceni nanocastic fluoresceinem
Chemikalie:

e Fluorescein sodna sul (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Dihydrazid kyseliny adipové (AAD, Fluka, Buchs, Svycarsko)

e Chlorid sodny (NaCl, lach:ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e Suspenze nanocastic kyseliny hyaluronové

e Roztok fluoresceinu 1 mg/ml

e Roztok EDC (koncentrace dle potieby, pfipravit vzdy Cerstvy)
e Roztok AAD (koncentrace dle potieby, vzdy pripravit cerstvy)
e Roztok NaCl (0,9%)

Postup:

Mnozstvi fluoresceinu bylo zvoleno dle mnoZzstvi nanocastic tak, aby byl zachovan
jejich pomér. Na deset dili nanocastic ptipadl jeden dil fluoresceinu.

Nejdiive byl k roztoku fluoresceinu ptidan roztok EDC, aby doslo k jeho preaktivaci.
Mnozstvi EDC se odvijelo od mnozstvi fluoresceinu. Pouzivalo se stejné mnozstvi EDC,
jako bylo mnozstvi nanocéstic, aby i zde byl zachovan pomeér, kde na jeden dil fluoresceinu
ptipadlo deset dili EDC.

Z diavodu zachovani stability fluoresceinu byly vSechny roztoky uchovavany ve tmé.
Smés fluoresceinu a EDC byla promichana a poté nasledovala 10minutova inkubace
na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté.

Po skonceni inkubace se k roztoku ptidal roztok AAD. Mnozstvi AAD bylo stejné,
jako mnozstvi EDC. Pfipravend smés se opét dobie promichala a nechala inkubovat na orbitalni

ttepacce pii laboratorni teploté 5 minut.
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Jako se pomoci EDC preaktivoval fluorescein, bylo nutné obdobnym zplsobem
preaktivovat i pfipravené nanocastice. Dle zvoleného mnozstvi nanocéstic se ptidal roztok
EDC tak, aby byl zachovan pomér 1 : 4 — na jeden dil nanocastic ptipadly c¢tyfi dily EDC,
sm¢s se promichala a opét se nechala inkubovat na orbitalni titepacce pii laboratorni teploté.

K takto preaktivovanym nanocasticim se ptidal fluorescein. Nova smés nanocastic
a fluoresceinu se hodinu inkubovala na orbitalni tfepacce pii laboratorni teplot¢.

Po ukonceni inkubace byly fluorescencné znacené nanocastice dialyzovany do roztoku
0,9% NaCl ptes noc na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté ve tmé, s vyménou dialyzaéniho
roztoku po 3-4 hodinach. Nasledujici den byl dialyzovany roztok pfeveden do plastovych
zkumavek, zaznamenal se objem a znacené Castice byly dale uchovavany ve tmé v lednici

pii teploté 4-8 °C.

Pomeéry reagencii a nanocastic (NPs):

NPs : fluorescein 10:1
EDC : fluorescein 10:1
AAD : fluorescein 10:1
NPs : EDC 1:4
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4.4.2 Znaceni nanocastic neoxidovanym FITC
Chemikalie:

e Fluorescein isothiokyanat isomer I (FITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N,N-dimethylformamid (DMF, Penta, Chrudim, CR)

e N-(3- dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Dihydrazid kyseliny adipové (AAD, Fluka, Buchs, Svycarsko)

e Chlorid sodny (NaCl, lach:ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e Suspenze nanocastic kyseliny hyaluronové

e Roztok FITC (1 mg/1ml DMF)

e Roztok EDC (0,5 mg /40 pl, pfipravit vzdy Cerstvy)
e Roztok AAD (0,5 mg /40 pl, ptipravit vzdy Cerstvy)
e Roztok 0,9% NaCl

Postup:

Byl piipraven zasobni roztok FITC koncentraci 1 mg/m DMF.

Nanocastice se preaktivovaly pfidanim roztoku EDC (0,5 mg /40 ul). Smés se nechala
inkubovat 10 minut na orbitalni tfepacce pfi laboratorni teploté. Poté byl k nanoc¢asticim ptidan
roztok AAD (0,5 mg /40 pl) a nasledna inkubace trvala 5 minut za stdlého promichavani
na orbitdlni tfepacce a za laboratorni teploty.

K pfipravenym c¢asticim byl ptidan FITC v poméru 1 : 10 (jeden dil FITC a deset dila
nanocastic) a nové vznikld smés se inkubovala pfes noc ve tm& na orbitdlni tfepacce
pti laboratorni teploté. Po ukoncené inkubaci byly nanocastice piepipetovany do dialyzacnich
membran a dialyzovany do 0,9% NaCl. Dialyza probihala jako u ptedchozich znacenych
nanocastic pies noc ve tm¢ na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté. Roztok znacenych
nanocastic po ukonceni dialyzy byl piepipetovan do plastovych zkumavek. Objem byl

zaznamenan a znacené nanocastice byly dale uchovéavany v lednici pfi teploté 4-8 °C.
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4.4.3 Znaceni nanocastic oxidovanym FITC
Chemikalie:

e Fluorescein isothiokyanat isomer I (FITC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N,N-dimethylformamid (DMF, Penta, Chrudim, CR)

e Jodistan sodny (NalO4, lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

e N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Dihydrazid kyseliny adipové (AAD, Fluka, Buchs, Svycarsko)

e Chlorid sodny (NaCl, lach:ner, Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e Suspenze nanocastic kyseliny hyaluronové

e Roztok FITC (1 mg/1ml DMF)

e Roztok EDC (0,5 mg /40 pl, pfipravit vzdy Cerstvy)
e Roztok AAD (0,5 mg /40 pl, ptipravit vzdy Cerstvy)
« Roztok 0,2M NalO4

e Roztok 0,9% NaCl

Postup:

Postup  vpfipadé znaCeni nanocCastic oxidovanym FITC je obdobny,
jako u neoxidovaného. Preaktivace nanocastic pomoci EDC (0,5 mg /40 ul) a néasledného
ptidavku AAD (0,5 mg /40 pl) probihala stejnym postupem a za stejnych podminek.
Rozdil je pouze v oxidaci FITC pomoci jodistanu sodného.

Do plastové mikrozkumavky bylo k danému mnozstvi zdsobniho roztoku FITC ptidano
stejné mnozstvi 0,2M NalOs, aby vysledna koncentrace NalO4 byla 0,1M. Tato smés byla
inkubovana 15 minut ve tm¢ na orbitalni tfepacce pfi laboratorni teploté.

Oxidovany FITC se pfidal k nanocasticim (opét pomér 1:10) a smés byla inkubovana
pfes noc ve tmé¢ za stdlého promichavani na orbitilni tfepacce pii laboratorni teplote.
Po ukonceni inkubace nésledovala jako v predchozich ptipadech dialyza do 0,9% roztoku
NaCl. Roztok nanocéstic byl po dialyze preveden do zkumavek. Zaznamenal se objem a roztok

znac¢enych nanocastic byl ve tmé uchovan v lednici pii 4-8 °C.
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4.5 Méreni hydrodynamického priméru a zeta potenciilu pripravenych

nanocastic
Roztoky:

e Suspenze nanocastic kyseliny hyaluronové
e Roztok 0,9% NaCl

e Redestilovana voda

Postup:

Pro méfeni parametr nanocastic bylo nutné pfipravit si roztok nanocastic o koncentraci
250 pg/1,5 ml. Potfebny objem roztoku pro méfeni hydrodynamického priiméru nanocastic byl
pipetovan do plastovych kyvet a doplnén 0,9% roztokem NaCl do konecného objemu 1,5 ml.
Pro méfeni zeta potencidlu byl pouzit roztok nanocastic fedény redestilovanou vodou z ditvodu
ovlivnéni vysledki pii pouZiti roztoku NaCl a byly pouzity specidlni kyvety uréené pro méteni
zeta potencidlu. Byly nastaveny parametry analyzy dle navodu vzhledem k matrici vzorku

a jeho charakteristice.
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4.6 Méreni intenzity fluorescence
Pouzité roztoky:

e Roztoky znafenych nanocastic kyseliny hyaluronové

e Roztok fluoresceinu (2 pug/ml)

e Roztok fluorescein isothiokyanatu (FITC, 2 pg /1ml DMF nebo 1 pg /1ml DMF)
e Roztok 0,9% NaCl

e Redestilovana voda

Postup:
Do mikrotitra¢ni desticky pro osmibodovou kalibra¢ni fadu byl do jamek napipetovan roztok
fluoresceinu (2 pg/ml) o objemech od 0,63 pl, do 50 pl, coz odpovidda mnozstvi od 1,25 ng
do 100 ng fluoresceinu v jedné jamce. Pro kalibra¢ni fadu fluorescein isothiokyanatu se
pipetoval roztok od 1,25 pl do 100 ul FITC (1 pg/ml DMF), coz odpovida mnozstvi od 2,5 ng
do 100 ng FITC v jedné jamce. V piipad¢ potieby vyssich koncentraci u FITC se uzilo rozmezi
od 2,5ul do 100 pl roztoku FITC (1 pg/ml DMF) a do jamky navic bylo pipetovano
100 pl roztoku FITC o koncentraci 2 pg /1ml DMF, coZ odpovida koncentraci 200 ng FITC
na jamku. Kazda tato jamka byl doplnéna fyziologickym roztokem do konecného objemu
100 pl.

Z rovnice regrese se nejdiive vypocitalo mnozstvi fluorescencni znacky na urcité
mnozstvi ¢astic. Tento pomé&r se déale prepocital jako hmotnost znacky na 1 mg nanocéstic

kyseliny hyaluronové.

50



5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Princip méfeni analyzatoru Horiba SZ-100
e  Hydrodynamicky prumer

Analyza velikosti ¢astic se provadi dynamickym rozptylem svétla (DLS, Dynamic Light
scattering). Rozsah méfitelnych velikosti se pohybuje mezi 0,3 nm — 8 um. Dolni hranice
jeovlivnéna koncentraci roztoku, intenzitou rozptylu svétla prochazejiciho vzorkem
a pritomnosti velkych c¢astic. Horni hranice je ovlivnéna hustotou. Méfeni dynamickym
rozptylem svétla neni ovlivnéno gravitacni silou, protoze vysledky vychazi z Brownova pohybu
&astic. Ten je ndhodny a zavisi na velikosti astic. Cim jsou &astice v&tsi, tim je jejich pohyb
pomalejsi. Hydrodynamicky primér je veli¢ina ziskana z vypoctu a ukazuje, jakou maji ¢astice
velikost [85].

Aby bylo dosazeno ptesnéjsich vysledktl, kazdy vzorek byl proméfovan analyzatorem
ve 12 az 15 opakovanich. Z namétenych hodnot se vypocital jejich primér a smérodatna

odchylka.
o Index polydisperzity (PI)

Disperzita je definovéana jako mira neuniformity. Jeji velikost se da vypocitat z poméeru
hmotnostné stfedni molarni hmotnosti a c¢iselné (pocetn€) stfedni molarni hmotnosti.

Udava rozdéleni molekulovych hmotnosti v daném vzorku.
e Zeta potencial

Zeta potencidl oznacuje elektrokineticky potencial plisobici mezi povrchem castic
a okolnim roztokem. Vyuziva se jako indikator stability koloidnich disperzi. Méfeni zeta
potencialu analyzatorem Horiba SZ-100 probiha skrze vstiik vzorku do jednorazového ¢lanku.
Poté nasleduje méteni elektroforetické mobility ¢astic a z hodnot se vypocita zeta potencial

[86].
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5.2 Vysledky a diskuze pro modifikace postupu pripravy nanocastic

karbodiimidovou metodou

5.2.1 Podminky pfipravy nanoéastic kyseliny hyaluronové

Principem pfipravy nanocastic je zesiténi kyseliny hyaluronové pomoci riznych
chemickych latek. Vhodnym provedenim je zesiténi skrze karboxylové skupiny hlavniho
fetézce kyseliny hyaluronové karbodiimidem a dihydrazidem kyseliny adipové [83, 84].

Protoze je kyselina hyaluronova rozpustna ve vodé¢, k precipitaci nanocastic dochazelo
v organickém rozpoustédle, v tomto piipade v acetonu. Proces byl proveden ve sklenéné vialce
s vickem, ktery mél teflonovou vlozkou. Teplota, stejn¢ jako tlak, vlhkost, ¢i saturace prostiedi
kyslikem nebyla nijak regulovana, takze je pravdépodobné, Ze i tyto parametry mohou
ovliviiovat konec¢né vysledky. Pro piipravu zéasobniho roztoku kyseliny hyaluronové
o koncentraci 2,5 mg/ml byl pouzit hyaluronan sodny o molekulové hmotnosti 1,8 MDa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Po prvnim pfidavku acetonu a homogenizaci smési
s kyselinou hyaluronovou, se po inkubacni dob& opatrné po kapkach ptidal roztok EDC
a nasledné roztok AAD. Jejich mnozstvi je konkrétn€ rozvedeno niZe. Roztok karbodiimidu
preaktivoval  karboxylové skupiny na hlavnim fetézci kyseliny hyaluronové,
na které se poté navazal dihydrazid kyseliny adipové.

Dtlezitou ¢asti byly krokové ptidavky acetonu. Jednotlivé objemy se musely pfidavat
po kapkach za stdlého michani. Pokud se cely objem piidavku acetonu ptidal najednou popf.
rychle, kyselina hyaluronova nezacala dle predpokladli nanoprecipitovat, ale vytvotily shluky
precipitované kyseliny hyaluronové — od malych, okem téméf nepostiehnutelnych vlaken

podobnych lidskému vlasu, az po bilé shluky gelovité struktury (Obrazek 4).

Obrazek 4: Gelovite shluky kys. hyaluronové
vzniklé nespravnym pridavkem acetonu
Foto: K. Krupovad
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5.2.2 Zesiténi HA-nanocastic karbodiimidovou metodou — modifikace postupu —

pomér reagencii EDC a AAD-1:1

e [nkubacni doba mezi pridavky acetonu — 10 minut

Vzorky nanocastic kyseliny hyaluronové byly pfipraveny ve tiech provedenich podle
zakladniho postupu s pomérem reagencii EDC a AAD 1 : 1. Na pfipravu 3 mg castic bylo
potieba 1,2 mg/ 30 ul roztoku EDC a 1,2 mg/ 30 ul roztoku AAD. Mezi krokovymi ptidavky
acetonu byla zvolena inkubac¢ni doba o délce trvani 10 minut, coz je nejkratSi zvoleny interval
délky inkubace. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny nezavisle na sobé. Naméfené hodnoty
pro tyto nanocastice byly ziskany analyzou DLS a jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 1 a Graf'1).
Velikosti nanocéstic pfipravenych s 10minutovou inkubacni dobou mezi krokovymi piidavky
acetonu maji primérnou hodnotu 130,48 nm se smérodatnou odchylku 2,84 nm. Primérna
hodnota indexu polydisperzity je 0,35. Do priméri nebyly zapocitany hodnoty vzorku 2,

protoze jeho velikost je v porovnani s hodnotami vzorku 1 a 3 mnohem vétsi.
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Tabulka 1: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych s 10minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC
a AAD 1:1

Primérné
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 132,95 170,74 128,00 130,48
SD hydr. priméru [nm] 2,34 3,70 3,34 2,84
Index polydisperzity 0,33 0,36 0,36 0,35
SD indexu polydisperzity 0,039 0,069 0,031 0,035

Graf 1: Vysledky DLS méreni HA-nanocdastic pripravenych s 10minutovou
inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC a AAD 1:1

Priméma velikostni distribuce HA-NPs - 10 min inkubace
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o [Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 15 minut

Nanocastice kyseliny hyaluronové byly podle tohoto modifikovaného postupu —
prodlouzeni inkuba¢ni doby mezi krokovymi pfidavky acetonu na 15 minut — pfipraveny
ve ¢tyfech provedenich. Ptiprava jednotlivych vzorkli probihala nezavisle na sobé podle
zakladniho postupu. Pomér reagencii EDC a AAD byl 1 : 1. Podle zdznama z DLS méteni
(Tabulka 2 a Graf 2) se experimentalné zjistilo, ze prodlouzenim inkubacéni doby se zmensil
pramér pripravenych nanocastic na 109,41 nm. Snizil se i1 index polydisperzity na primérnou
hodnotu 0,29.

Tabulka 2: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu pobydisperzity vietné smérodatnych odchylek

hyaluronanovych nanocastic pripravenych s 15minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomerem
reagencii EDC a AAD 1:1

Primérné
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
hodnoty

Hydrodynamicky

115,15 107,83 115,02 99,66 109,41
primér[nm]|
SD hydr. priméru [nm] 3,50 1,13 1,29 9,88 3,95
Index polydisperzity 0,37 0,23 0,25 0,29 0,29
SD indexu

0,032 0,031 0,037 0,025 0.031
polydisperzity ’

Graf 2: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych s 15minutovou inkubacni
dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC a AAD 1:1

Priameérna velikostni distribuce HA-NPs - 15 min inkubace
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o [Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 20 minut

Dalsi modifikaci zdkladniho postupu, prodlouzeni inkubac¢ni doby mezi krokovymi
piidavky acetonu na 20 minut, se pfipravily na sobé nezavisle Ctyfi vzorky. Byl dodrzen
stanoveny pomér reagencii EDC a AAD 1 : 1. Dle analyzy DLS (Tabulka 3 a Graf 3) se takto
modifikovanym postupem podafilo pfipravit vzorky s rozliSnymi velikostmi piiblizné
od 78,13 nm do 148,24 nm s indexy polydisperzity od 0,29 do 0,51. Piestoze byl vzorek 4

pfipravovan v Sestinasobném mnozstvi, velikost nanocastic byla k primérnym hodnotam
110,39 nejblize.

Tabulka 3: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych odchylek HA-

nanocastic pripravenych s 20minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC
a AAD 1:1

Primérné
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
hodnoty
Hydrodynamicky
148,24 93,68 78,13 121,49 110,39

primér[nm]|

SD hydr. priméru [nm] 4,53 2,37 2,69 2,13 2,93
Index polydisperzity 0,51 0,32 0,29 0,32 0,36
SD indexu polydisperzity 0,027 0,028 0,037 0,039 0,033

Graf 3: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych s 20minutovou inkubacni
dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC a AAD 1:1

Pramérna velikostni distribuce HA-NPs - 20 min inkubace
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o [Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut

Nejvyssi pocet opakovani piipravy nanoc¢astic prob¢hl u experimentu s modifikovanym
zakladnim postupem, ve kterém byla inkubacni doba mezi krokovymi piidavky acetonu
prodlouzena na 30 minut. Celkové bylo s touto délkou inkubacni doby a pomérem EDC a AAD
1 : 1 pfipraveno deset vzorka.

Podle tohoto postupu se podafilo pfipravit nanocastice s hydrodynamickym primérem
piiblizn¢ od 80 nm do 151 nm a indexem polydisperzity od 0,25 do 0,37. Tyto hodnoty PI se
daji povazovat zasrovnatelné. Vzorky nanocéastic byly podrobeny analyze DLS.
Konkrétni hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v zdznamech vysledki DLS (Tabulka
4A, 4B a Graf 4).

Ptedpokléddalo se, Ze prodlouzenim inkubaéni doby mezi ptidavky acetonu se velikost
nanocastic zmens$i. Témito experimenty se tento predpoklad u vSech vzorkii nepotvrdil.
Diivodem miize byt pfiprava nanocastic ve vétsim meéfitku (scale-up), kdy pro vétsi objemy

musi byt upraveny a nalezeny nové optimalni podminky.

Graf 4: Vysledky DLS meéreni HA-nanocastic pripravenych s 30minutovou inkubacni
dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC a AAD 1:1

Priméma velikostni distribuce HA-NPs - 30 min inkubace
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Tabulka 4A: Vysledky DLS mérent velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomerem reagencii EDC
a AAD 1:1

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6

Hydrodynamicky

98,68 122,80 141,01 108,33 102,11 126,42
prumér[nm]
SD hydr. priméru

1,37 4,68 4,22 22,56 1,01 2,46

[nm]
Index polydisperzity 0,25 0,34 0,34 0,33 0,33 0,33
SD indexu

0,028 0,037 0,037 0,042 0,022 0,035
polydisperzity

Tabulka 4B: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu se pomérem reagencii EDC
aAAD 1:1

Primérné
Vzorek 7 Vzorek 8 Vzorek 9 Vzorek 10
hodnoty

Hydrodynamicky

121,33 150,81 80,52 104,08 115,61
primér[nm]|
SD hydr. priméru

3,21 4,61 2,07 10,00 5,62

[nm]
Index polydisperzity 0,31 0,37 0,25 0,31 0,32
SD indexu

0,037 0,028 0,033 0,024 0,032
polydisperzity

Vzorky 1, 2, 3 a 4 byly pfipraveny podle modifikovaného postupu nezavisle na sobé.
Vzorky 5-6, 7-8 a 9-10 byly pfipraveny v doubletech, pfi¢emz kazda dvojice byla pfipravena
nezavisle na ostatnich.

Vzorek 1 byl pfipraven v mnozstvi podle zékladniho postupu (pfedpokladany vytézek
3 mg HA-NPs), vzorek 4 byl pfipraven ve trojndsobném mnozstvi (pfedpokladany vytézek
9 mg HA-NPs). Vzorky 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 byly pfipraveny v mnozstvi 7x vétSim oproti

zakladnimu postupu.
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5.2.3 Zesiténi HA-nanocastic karbodiimidovou metodou — modifikace postupu —

pomér reagencii EDC a AAD - :1

e [nkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocastic pripravenych s upravenym

mnozstvim EDC - 15 minut

Pro zjisténi vlivu jednotlivych reagencii na parametry pfipravovanych nanocastic
se ménil pomér ¢inidel EDC a AAD. Pro tento modifikovany postup bylo zvoleno polovicni
mnozstvi EDC oproti pivodnimu. Mnozstvi AAD na piipravu 3 mg nanocastic bylo zachovano.
Poloviéni mnozstvi EDC tedy cinilo 0,6 mg/ 30 pl, mnozstvi zesitovaciho Ccinidla
AAD bylo 1,2 mg/ 30 pul. Inkuba¢ni doba mezi tfemi krokovymi pfidavky acetonu byla zvolena
15 minut. Vzorky nanocéstic byly analyzovany metodou DLS a vysledné hodnoty jsou uvedeny
v zaznamech (Tabulka 5 a Graf 5). Pfestoze byly nanocastice pfipraveny pouze ve dvou na sob&

nezévislych provedenich, vysledné velikosti nanocastic jsou srovnatelné.

Tabulka 5: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych odchylek HA-nanocastic
pripravenych s 15minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Vzorek 1 Vzorek 2 Pramérné hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 143,38 136,65 140,02
SD hydr. priméru [nm] 6,81 21,72 14,26
Index polydisperzity 0,53 0,44 0,48
SD indexu polydisperzity 0,090 0,042 0,066

Graf'5: Vysledky DLS meéreni HA-nanocastic pripravenych s 15minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu
a upravenym mnozstvim EDC

Pramérna velikostni distribuce HA-NPs - 15 min - 1/2 EDC
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o Inkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocdstic pripravenych s upravenym

mnozstvim EDC - 20 minut

Dalsi modifikaci u piipravy nanocastic s polovi¢nim mnozstvim EDC bylo prodlouZeni
inkuba¢ni doby mezi krokovymi piidavky acetonu o 5 minut na délku 20 minut.
Experiment byl proveden ve dvou na sobé nezavislych vzorcich, které byly nasledné
analyzovany metodou DLS. Tou se zjistila velikost a index polydisperzity nanoc¢astic véetné
smérodatnych odchylek (Tabulka 6 a Graf 6). Naméiené hydrodynamické praméry nanocastic
jsou srovnatelné. Oproti ¢asticim piipravovanym s inkubacni dobou 15 a 30 minut jsou indexy

polydisperzity vyssi.

Tabulka 6: Vysledky DLS mérenti velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-nanocdstic
pripravenych s 20minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Vzorek 1 Vzorek 2 Primérné hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 126,28 116,32 121,30
SD hydr. priméru [nm] 6,06 10,14 8,10
Index polydisperzity 0,76 0,56 0,66
SD indexu polydisperzity 0,111 0,134 0,122

Graf 6: Vysledky DLS meéreni HA-nanocastic pripravenych s 20minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu
a upravenym mnozstvim EDC

Pramérna velikostni distribuce HA-NPs - 20 min - 1/2 EDC
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o Inkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocdstic pripravenych s upravenym

mnozstvim EDC - 30 minut

Posledni zvolenou inkubaci mezi jednotlivymi ptidavky acetonu byla inkubacni doba
30 minut. Dva na sob¢ nezavisle pfipravené vzorky nanocastic byly analyzovany metodou DLS,
jejiz vysledky jsou uvedeny v zdznamech nize (Tabulka 7 a Graf 7). Oba vzorky vykazovaly

namétfené hodnoty velikosti pod 100 nm a indexy polydisperzity pod hodnotu 0,34.

Tabulka 7: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-nanocdstic
pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Vzorek 1 Vzorek 2 Pramérné hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 83,78 98,03 90,90
SD hydr. priméru [nm] 3,31 2,31 2,81
Index polydisperzity 0,30 0,34 0,32
SD indexu polydisperzity 0,039 0,017 0,028

Graf 7: Vysledky méreni DLSméreni HA-nanocastic pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky
acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Pramérna velikostni distribuce HA-NPs - 30 min - 1/2 EDC
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5.2.4 Zesiténi HA-nanocastic karbodiimidovou metodou — modifikace postupu —

pomér reagencii EDC a AAD-1:%

e [nkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocastic pripravenych s upravenym

mnozstvim AAD - 15 minut

Po experimentech supravenym mnozstvim EDC se nanocCastice pfipravovaly
1 s upravenym mnozstvim AAD. Zvoleno bylo polovi¢ni mnozstvi AAD oproti ptivodnimu.
Mnozstvi EDC na pfipravu 3 mg nanocastic bylo zachovano. Mnozstvi EDC, které bylo potieba
pro ptipravu 3 mg nanocéstic tedy cCinilo 1,2mg/ 30 ul a upravené mnozstvi AAD cinilo
1,2 mg/ 30 pl. Zvolend inkubace mezi tfemi krokovymi ptidavky acetonu byla 15 minut.
Experiment byl pro tuto inkubacni dobu a upravené mnozstvi AAD realizovan nezavisle
ve dvou provedenich. Vysledné hodnoty z analyzy DLS jak pro jednotlivé vzorky, tak pro
priamér téchto hodnot, jsou uvedeny v zdznamech véetné smérodatnych odchylek (Tabulka 8
a Graf 8).

Tabulka 8: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-nanocdstic

Vzorek 1 Vzorek 2 Priumérné hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 123,10 154,48 138,79
SD hydr. priméru [nm] 1,35 22,37 11,86
Index polydisperzity 0,27 0,40 0,33
SD indexu polydisperzity 0,028 0,052 0,040

pripravenych s 15minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim AAD

Graf 8: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych s 15minutovou inkubacni dobou mezi pridavky
acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Prumérna velikostni distribuce HA-NPs - 15 min - 1/2 AAD
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o [nkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocastic pripravenych s upravenym
mnozstvim AAD - 20 minut

Dalsi modifikaci zdkladniho postupu bylo dosazeno mimo upravy na polovi¢ni
mnozstvi AAD potfebného k pfipravé nanocastic 1 upravenou délkou inkubace.
Po experimentech s inkubac¢ni dobou délky 15 minut nasledovala pifiprava nanocastic
s inkubacni dobou prodlouzenou na 20 minut — vcetné pouziti upraveného mnozstvi
zesitovaciho ¢inidla AAD. Protoze se vysledné hodnoty prvnich dvou na sobé nezavislych
provedeni neshodovaly, byl pfipraven podle tohoto postupu vzorek 3. Ze zaznamu vyslednych
hodnot zjisténych metodou DLS miizeme tvrdit, Ze tyto vzorky nemaji sice srovnatelnou

velikost, nicméné byly pfipraveny s téméf shodnym indexem polydisperzity (Tabulka 9 a Graf
9).

Tabulka 9: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-nanocdstic
pripravenych s 20minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim AAD

Primérné
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 179,40 140,49 103,44 141,11
SD hydr. priméru [nm] 61,84 3,14 1,09 22,02
Index polydisperzity 0,40 0,37 0,32 0,36
SD indexu polydisperzity 0,045 0,042 0,036 0,041

Graf 9: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych s 20minutovou inkubacni dobou mezi pridavky
acetonu a upravenym mnozstvim EDC

Primérna velikostni distribuce HA-NPs - 20 min - 1/2 AAD
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o Inkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocdstic pripravenych s upravenym

mnozstvim AAD - 30 minut

Posledni modifikaci zékladniho postupu pro ptipravu nanocastic karbodiimidovou
metodou a polovicnim mnozstvim AAD bylo ptfipraveni HA-NPs s inkubaci trvajici 30 minut.
Podobn¢ jako u piipravy nanocastic s upravenym mnozstvim AAD a inkubacni dobou
20 minut, ani v tomto pfipad¢ se nezavisle na sob¢ ptipravené vzorky 1 a 2 v naméienych
velikostech neshodovaly. Dodatecné byly tedy pfipraveny dal$i nanocastice (Vzorek 3),

které se dle analyzy DLS svymi hodnotami pfiblizovali vzorku 1 (Tabulka 10 a Graf 10).

Tabulka 10: Vysledky DLS mereni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-nanocdstic
pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a upravenym mnozstvim AAD

Primérné
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 95,93 115,74 82,61 98,09
SD hydr. priméru [nm] 1,75 4,30 0,98 2,35
Index polydisperzity 0,24 0,40 0,22 0,29
SD indexu polydisperzity 0,038 0,045 0,033 0,039

Graf 10: Vysledky DLS méreni HA-nanocdstic pripravenych s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu a
upravenym mnozstvim EDC

Pramérna velikostni distribuce HA-NPs - 30 min - 1/2 AAD
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5.2.5 Priprava nanocastic kyseliny hyaluronové s riiznou délkou retézce

DalS§im pfedmétem zkoumani bylo zjiSténi vlivu a piiprava nanocastic z kyseliny
hyaluronové s riznou délkou fetézce. Pro tento experiment byla pouzita kyselina hyaluronova
o molekulové hmotnosti 30 kDa a 170kDa (obé od Contipro a.s., Dolni Dobrou¢, CR).
Ptiprava zasobnich roztoki byla stejnd, jako u piipravy zasobniho roztoku HA
o Mw = 1,8 MDa. Rozdily v jednotlivych roztocich byly patrné jiz na prvni pohled. Cim mensi
byla jeji molekulovd hmotnost, tim byl pfipraveny vodni roztok tekutéjsi a naopak.
Nejvyssi viskozitu vykazoval roztok HA o Mw = 1,8 MDa.

Aby se dal vliv piivodnich molekulovych hmotnosti porovnat, pfiprava nanocastic byla
provedena dle modifikace v kapitole 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut.

Porovnanim primérnych hodnot ze zdznamu analyzy DLS se zjistilo, ze ptvodni
velikost HA ma vliv na velikost pfipravenych nano¢astic. Cim vétsi je ptvodni velikost

kyseliny hyaluronové (resp hyaluronanu), tim mensi se daji pfipravit castice.
e Priprava nanocastic z HA o puvodni velikosti 30 kDa

Nanocastice byly piipraveny podle modifikace uvedené v kap. 5.2.2 - Inkubacni doba
mezi pridavky acetonu - 30 minut. Misto zasobniho roztoku kyseliny hyaluronové o velikosti
1,8 MDa byla pouzita kyselina hyaluronové o velikosti 30 kDa. Byl zachovan pomér i mnoZzstvi
reagencii EDC a AAD potfebnych pro piipravu 3 mg nanocastic. Inkubacni doba mezi
jednotlivymi pridavky acetonu byla zvolena 30 minut. Nanocastice byly pfipraveny ve tfech
na sobé nezavislych provedenich vzdy v doubletu (Vzorek 1+2, Vzorek 3+4, Vzorek 5+6).
Piestoze byly vzorky v doubletech pfipraveny za stejnych podminek, vysledné hodnoty byly
rozdilné. Pfi srovnani s hodnotami parametri nanocastic pfipravenych z kyseliny hyaluronové
o puvodni velikosti 1,8 MDa stejnym postupem, se u téchto nanocastic namétila vétsi primérna

velikost a niZsi index polydisperzity (Tabulka 11A, Tabulka 11B, Graf 11).
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Tabulka 11A4: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity vietné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych z HA o puivodni velikosti 30 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
Hydrodynamicky primér[nm] 136,20 164,08 142,55 200,66
SD hydr. priméru [nm] 2,11 2,55 2,20 32,54
Index polydisperzity 0,34 0,27 0,22 0,30
SD indexu polydisperzity 0,025 0,034 0,056 0,050

Tabulka 11B: Vysledky DLS mérent velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych z HA o puivodni velikosti 30 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu

Primérné
Vzorek 5 Vzorek 6
hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 149,40 201,34 165,70
SD hydr. priméru [nm] 1,86 6,27 7,92
Index polydisperzity 0,21 0,17 0,25
SD indexu polydisperzity 0,024 0,033 0,037

Graf 11: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych z HA o piivodni
velikosti 30 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu

Prumérna velikostni distribuce HA-NPs 30 kDa
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e Priprava nanocastic z HA o piivodni velikosti 170 kDa

Dalsi zvolenou kyselinou hyaluronovou s riiznou délkou fetézce byla HA o ptivodni
velikosti 170 kDa. Stejn¢€ jako v piedchozim ptipad¢ i zde byl zachovan pomér reagencii EDC
1 AAD, vcetn¢ jejich mnozstvi. Taktéz byla zachovdna délka inkubacni doby — 30 minut.
Nanocastice byly pfipraveny také ve tfech doubletech (Vzorek 1+2, Vzorek 3 a Vzorek 4+5).
Dtivodem uvedeni pouze péti vysledkli je pired¢asna precipitace a vznik gelovitych shlukt
pii ptipravé jednoho ze vzorkl nanocastic. V pfipad¢ zjisténi této skuteCnosti byla piiprava
nanocastic ukoncena. Byly pfipraveny nanocastice o mensi prumérné velikosti, nez byla
naméfena u nanocastic z kys. hyaluronové o ptvodni velikosti 30 kDa a Castice taktéz
vykazovaly 1 mensi index polydisperzity (Tabulka 12A, Tabulka 12B Graf 12).

Tabulka 12A: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych odchylek HA-

nanocastic pripravenych z HA o puvodni velikosti 170 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky
acetonu

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Hydrodynamicky primér[nm] 114,61 143,91 130,00
SD hydr. priméru [nm] 1,29 2,50 4.47
Index polydisperzity 0,15 0,27 0,26
SD indexu polydisperzity 0,042 0,028 0,056

Tabulka 12B: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravenych z HA o puvodni velikosti 170 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky
acetonu

Pramérné
Vzorek 4 Vzorek 5
hodnoty
Hydrodynamicky primér[nm] 118,04 158,60 133,03
SD hydr. priméru [nm] 1,48 1,41 2,23
Index polydisperzity 0,14 0,13 0,19
SD indexu polydisperzity 0,030 0,028 0,037
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Graf 12: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic pripravenych z HA o piivodni

velikosti 170 kDa a s 30minutovou inkubacni dobou mezi pridavky acetonu
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5.2.6 Vliv poméru reagencii EDC a AAD na parametry nanoc¢astic

Aby se zjistil vliv EDC a AAD (Obrézek 5) na velikost a parametry nanocastic kyseliny
hyaluronové piipravené nanoprecipitaci v acetonu, bylo nutné jejich pomeéry pfi priprave ¢astic
meénit. VSechny pfipravené nanocastice byly analyzovany metodou DLS a jejich vysledky byly
porovnavany. Na pfipravu cca 3 mg nanocastic podle zékladniho postupu, bylo potieba
1,2 ml zésobniho roztoku HA o koncentraci 2,5 mg/ml a roztoky c¢inidel EDC a AAD
o koncentraci 1,2 mg/30 pl.

Modifikacemi experimentu nebyl zachovan pomér reagencii EDC a AAD 1 : 1,
ale mnozstvi EDC nebo AAD bylo zmenseno na polovinu oproti piivodnimu mnozstvi —
tj. na 0,6 mg/30 pl. Porovnanim primérnych hodnot ziskanych analyzou DLS (Tabulka 11)
bylo potvrzeno, ze velikosti pfipravenych nanocastic nebyly ovlivnény danymi poméry
jednotlivych roztokd. Dle dostupnych vysledki analyzy DLS a jejich porovnanim se
experimentalné zjistilo, Ze pii pouziti polovicniho mnozstvi aktivaéniho ¢inidla EDC,

nanocastice vykazovaly vyssi hodnotu indexu polydisperzity (Tabulka 12).

OH
_N._~_N=C=N_CH; +HCI
HaC

l 0
W HgNHN\W/\\//\N/ﬂ\NHNH2

HSC\+N i 0
HsC— Cl
SC/\N/)\N
H

H

Obrazek 5: N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochloridu (vlevo)
a dihydrazidu kyseliny adipové (vpravo)
Prevzato z [60: 61]
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5.2.7 Vliv inkubaé¢ni doby na velikost nanoé¢astic

Aby se zjistil vliv délky doby inkubace mezi tiemi krokovych ptidavky acetonu,
byla délka stanovena u jednotlivych experimentii na 10, 15, 20 a 30 minut. Nanocastice byly
pripraveny dle modifikace postupu piipravy nanocastic v kapitole 5.2.2 - Inkubacni doba mezi
pridavky acetonu — 30 minut.

Porovnanim primérnych hodnot ziskanych analyzou DLS (Tabulka 13) bylo
experimentalné zjisténo, ze nejmensi nanocastice byly pfipraveny s inkubacni dobou o délce
30 minut. Hodnoty hydrodynamickych primérti u nanocastic ptipravenych s inkubacnimi
dobami mezi krokovymi pfidavky acetonu 10, 15 a 20 minut nevykazovaly velké rozdily.
Aby byl potvrzen trend klesajici velikosti nanoc¢astic (Graf 13) s prodluzujici se inkubaéni
dobou, bylo by nutné provést experimenty dle pfislusSnych modifikovanych postupt.
Dale se porovnaval vliv inkubaéni doby mezi krokovymi ptfidavky acetonu na hodnoty indexi
polydisperzity. Podle uvedenych hodnot (Tabulka 14) na index polydisperzity nemé inkubacéni
doba vliv. Pfestoze je u 20minutové inkubaéni doby vysledna hodnota indexu polydisperzity
nejvyssi (PI = 0,46), je tato hodnota ovlivnéna vysokym indexem polydisperzity u vzorku

ptipraveného s poloviénim mnoZzstvim EDC.

Graf 13: Grafické znazorneéni viivu délky inkubacni doby na hydrodynamicke
priumeéry pripravenych nanocastic
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Tabulka 13: Vysledky priumernych velikosti ziskanych analyzou DLS s ohledem na délku inkubacni doby

mezi krokovymi pridavky acetonu a pomérem reagencii

Inkubace mezi
krokovymi
pridavky
acetonu

Pomér
reagencii EDC
a AAD pri
pripravé
nanocastic

1 EDC
1 AAD

2 EDC
1 AAD

1EDC
2 AAD

Primérné
velikosti
nanocastic
[nm]

10 minut

130,48

130,48

15 minut

109,41

140,02

138,79

129,41

20 minut

110,39

121,30

141,11

124,26

30 minut

115,61

90,90

98,09

101,53

Primérné
velikosti
nanocastic
[nm]

116,47

117,41

126,00
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Tabulka 14: Vysledky primérnych indexii polydisperzity ziskanych analyzou DLS s ohledem na délku
inkubacni doby mezi krokovymi pridavky acetonu a pomérem reagencii

Inkubace mezi

krokovymi

pridavky

acetonu Priumérné
10 minut 15 minut 20 minut 30 minut indexy

Pomé
omer polydisperzity

reagencii EDC
a AAD pii
pripravé
nanocastic

1EDC

1 AAD 0,35 0,29 0,36 0,32 0,33

2 EDC

1 AAD - 0,48 0,66 0,32 0,49

1EDC

1, AAD - 0,33 0,36 0,29 0,33

Primérné
indexy 0,35 0,37 0,46 0,31 -
polydisperzity
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5.2.8 Ovéreni stability hodnot mérenych parametrii nanocastic

Aby se mohlo s nanocasticemi nadale pracovat (napt. znacit fluorescencnimi znackami),
popi. aby mohly byt vyuzité i v klinické praxi, je nutné zjistit, zdali se hodnoty u parametra
(hydrodynamicky prumér a index polydisperzity) téchto nanocastic neménily. Ovéiovaly se
hodnoty u nanocastic uchovavanych v lednici pii teplot¢ 4-8 °C a méfeni se provadélo
v prub&hu 6 mésict v riiznych ¢asovych intervalech.

Stabilita hodnot parametri se ovéfovala u tfech vybranych vzorkd nanocéstic

piipravenych s riznymi postupy jejich piipravy.
o Overeni stability hodnot merenych parametrit nanocastic — prvni vzorek

Jako prvni se ovéroval vzorek nanocastic, ktery byl pripravovan podle modifikovaného
postupu v kapitole 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut. Konkrétné se
jednalo z této kapitoly o vzorek 3. Tento vzorek byl pfipravovan s 30minutovou inkubacni
dobou mezi jednotlivymi ptidavky acetonu. Pomér reagencii EDC a AAD byl 1 : 1.
Mezi jednotlivymi métenimi byl vzorek uchovéavan v lednici o teploté mezi 4 — 8 °C. Pro kazdé
meéfeni bylo odebrano uréité mnozstvi ze zdsobniho vzorku — méfil se tedy vzdy cCerstvé
nafedény vzorek.

Tento vzorek byl méfen celkem tfindctkrat. Prvni hodnota v tabulce (Tabulka 15A)
a grafu (Graf 14) je pivodni hodnota hydrodynamického priméru a indexu polydisperzity
naméfend po ukonceni dialyzy. Nasledujici hodnoty byly analyzovany metodou DLS
(Tabulka 15A, Tabulka 15B a Tabulka 15C) v riznych ¢asovych intervalech.

Dle grafu mizeme ptedpokladat, po prvnim méfeni jeSt€ na Castice mohlo pulisobit
zbytkové mnozstvi organického rozpoustédla — acetonu, a z toho divodu se jejich velikost

nadale zmenSovala.
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Tabulka 15A4: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity vietné smérodatnych
odchylek HA-nanocdstic — oveéreni stability hodnot parametrii — prvni vzorek

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
Hydrodynamicky
141,01 124,48 101,91 106,39 104,88
primér[nm]|
SD hydr. priméru [nm] 4,22 2,67 2,25 0,93 1,59
Index polydisperzity 0,34 0,37 0,29 0,32 0,30
SD indexu polydisperzity 0,037 0,031 0,016 0,020 0,021

Tabulka 15B: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity vietné smérodatnych
odchylek HA-nanocastic — oveérent stability hodnot parametrii — prvni vzorek

Vzorek 6 Vzorek 7 Vzorek 8 Vzorek 9 Vzorek 10
Hydrodynamicky
94,61 90,06 92,44 100,92 103,52
primér[nm]|
SD hydr. priméru [nm] 2,01 413 1,40 1,75 3,97
Index polydisperzity 0,23 0,25 0,21 0,29 0,30
SD indexu polydisperzity 0,040 0,148 0,029 0,017 0,035

Tabulka 15C: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych
odchylek HA-nanocdstic — overeni stability hodnot parametrii— prvni vzorek

Vzorek 11 Vzorek 12 Vzorek 13

Hydrodynamicky

100,86 106,43 101,74
primér[nm]
SD hydr. priméru [nm] 4,71 2,04 1,50
Index polydisperzity 0,32 0,32 0,26
SD indexu polydisperzity 0,052 0,031 0,037
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o Overeni stability hodnot mérenych parametrii nanocdstic — druhy vzorek

Druhym vzorkem, u néjz se ovéiovala stabilita, byl vzorek z kapitoly 5.2.3 - Inkubacni
doba mezi pridavky acetonu nanocastic pripravenych s upravenym mnozstvim EDC - 20 minut
—vzorek 1, uchovavan pii teploté 4-8 °C. Aby se ovéfil i vliv jednotlivych ¢inidel, byl vybran
vzorek roztoku nanocastic, ktery byl pfipraven s polovi¢énim mnozstvim EDC. Pomér reagencii
EDC a AAD byl tedy 2 EDC : 1 AAD. Inkubaéni doba mezi jednotlivymi ptidavky acetonu
byla 20 minut. Tento zdsobni roztok piipravenych nanocastic se uchovaval v lednici pii teploté
4-8 °C. Pro kazdé méteni byl pfipravovan noveé nafedény vzorek ze zasobniho vzorku.

Tento vzorek byl analyzovan metodou DLS celkem jedenéctkrat. Prvni hodnota
v tabulce (Tabulka 16A) a grafu (Graf 15) je plivodni hodnota hydrodynamického priméru
aindexu polydisperzity se smérodatnymi odchylkami, které byly naméteny po ukonceni
dialyzy. Nasledujici hodnoty byly méfeny (Tabulka 16A a Tabulka 16B) v riznych ¢asovych
intervalech. Dle hodnot v tabulkdch mutzeme tvrdit, Ze parametry ¢astic byly stabilni.
Vyjimku ptedstavuji hodnoty naméfené u vzorku 3 a 6, jejichz velikost je nadprimérna.
Této velikosti mohlo byt dosazeno Spatnou homogenizaci pied pipetovanim vzorku do méfici
kyvety ¢i dlouhou prodlevou mezi pipetovanim vzorku do kyvety a naslednym métenim.

Tabulka 16A: Vysledné hodnoty DLS meéreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych
odchylek HA-nanocdastic — overent stability hodnot parametrii — druhy vzorek

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6

Hydrodynamicky
126,28 123,82 170,93 114,40 142,93 189,40
primér[nm]
SD hydr.
6,06 4,35 60,87 2,91 55,27 129,22
priméru [nm]
Index
0,76 0,62 0,49 0,45 0,60 0,44
polydisperzity
SD indexu
0,111 0,128 0,088 0,032 0,066 0,080
polydisperzity
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Tabulka 16B: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych
odchylek HA-nanocdstic — overeni stability hodnot parametrii — druhy vzorek

Vzorek 7 Vzorek 8 Vzorek 9 Vzorek 10 Vzorek 11

Hydrodynamicky
118,21 112,58 115,42 117,18 119,46
primér[nm]|
SD hydr.
8,62 2,85 4,84 7,38 11,81
priméru [nm]
Index
0,53 0,47 0,49 0,77 0,80
polydisperzity
SD indexu
0,059 0,048 0,063 0,076 0,087
polydisperzity
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o Overeni stability hodnot mérenych parametrii nanocdstic — treti vzorek

Ttetim, a zaroven poslednim vzorkem, u néjz se ovéiovala stabilita, pii uchovavani pti
teploté 4-8 °C, byl vzorek z kapitoly 5.2.4 - Inkubacni doba mezi pridavky acetonu nanocastic
pripravenych s upravenym mnozstvim AAD - 20 minut — vzorek 1.

Tento vzorek byl vybran z divodu upraveného poméru reagencii — na ptipravu téchto
nanocastic bylo pouzito poloviéni mnozstvi AAD. Pomér cinidel EDC : AAD byl
1 EDC: "%. AAD. Inkubaéni doba mezi jednotlivymi pfidavky acetonu trvala 20 minut.
Ptipravené nanocastice se uchovavaly mezi méfenimi v lednici pfi teploté 4-8 °C a pro kazdé
ovetovani hydrodynamického priméru a indexu polydisperzity bylo z tohoto vzorku odebrano
mnozstvi potiebné pro dané méfeni.

Me¢fteni pro ovéteni stability se opakovalo celkem jedenactkrat v riznych cCasovych
intervalech. Prvni hodnota v tabulce (Tabulka 17A) a grafu (Graf 16) je ptivodni hodnota
velikosti nanocastic a indexu polydisperzity se smérodatnymi odchylkami. Ptestoze byla
u vzorku 1 naméfena velikosti ptes 179,4 nm, nasledujici hodnoty se pohybovaly okolo hodnot
120 nm (Tabulka 17A a Tabulka 17B). Vyjimku tvoti vzorek 5, jehoZ velikost prevySuje (mimo
vzorek 1) vSechny namétené hodnoty ziskané analyzou DLS.

Tabulka 17A: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych
odchylek HA-nanocdastic — overent stability hodnot parametrii — treti vzorek

Vzorek1 Vzorek2 @ Vzorek3 Vzorek4 | Vzorek5 Vzorek 6

Hydrodynamicky primér[nm] 179,40 117,53 114,63 113,20 153,58 115,87
SD hydr. priméru [nm] 61,84 0,72 2,24 2,47 2,22 1,83
Index polydisperzity 0,39 0,29 0,28 0,26 0,43 0,27
SD indexu polydisperzity 0,045 0,018 0,048 0,045 0,027 0,030

Tabulka 17B: Vysledné hodnoty DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych
odchylek HA-nanocastic — ovérent stability hodnot parametrii — treti vzorek

Vzorek 7 Vzorek 8 Vzorek 9 Vzorek 10 | Vzorek 11

Hydrodynamicky primér[nm] 120,75 116,13 121,64 132,11 126,68
SD hydr. priméru [nm] 4,86 4,76 9,97 2,07 9,65
Index polydisperzity 0,31 0,30 0,30 0,37 0,31
SD indexu polydisperzity 0,055 0,031 0,040 0,039 0,022
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5.2.9 Zhodnoceni stability hodnot méienych parametri nanocastic

Byly vybrany tfi vzorky, jejichz pfiprava probihala rozdilnym zplisobem.
Druhou podminkou pro vybér vzorku bylo jejich mnozstvi. Dlivodem bylo, ze pro kazdé méieni
bylo ze zasobniho vzorku odebrano urc¢ité mnozstvi, které se fedilo t€sné pred métenim.

Protoze prvni naméfené hodnoty pievySuji nasledujici naméfené hodnoty ziskané
analyzou DLS, lze pfedpokladat, Ze na ¢éstice jest¢ mohlo plisobit zbytkové mnozstvi acetonu.
Vétsi namérené velikosti mohly byt zplsobeny nedostate¢nou homogenizaci vzorki pred
pipetovanim potieného objemu do kyvet ¢i dlouhd prodleva mezi ddvkovanim vzorkt do kyvet
a nasledujicim métenim.

Protoze v prubéhu celého intervalu ovéfovani se hodnoty méfenych parametra nijak
vyrazné nemeénily a dle grafti (Graf 14, Graf 15 a Graf 16) zde nebyl naznacen trend stoupajicich
¢1 klesajicich hodnot velikosti a indexi polydisperzity, je mozné tyto parametry nanocastic

kyseliny hyaluronové povazovat za stabilni.

Graf 14: Vysledné hodnoty DLS méreni HA-nanocastic — ovérovani stability mérenych parametrii — prvni vzorek
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Graf' 15: Vysledné hodnoty DLS meéreni HA-nanocastic — ovérovani stability mérenych parametrii — druhy vzorek
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Graf 16: Vysledné hodnoty DLS méreni HA-nanocdstic — ovérovani stability meérenych parametrii — treti vzorek
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5.2.10 Zeta potencial pripravenych nanocastic kyseliny hyaluronové

Pro ovéfeni potencialni stability roztokd s nanocasticemi kyseliny hyaluronové,
je vhodné znat zeta potencial. Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje hodnotu zeta potencidlu,
je pH. Protoze nanocastice by mély byt urCené pro uziti in vivo, jejich dialyza probihala
do fyziologického roztoku.

Za neutralni jsou povazovany ty nanocastice, jejichz zeta potencial je mezi hodnotami -
10 mV a+10 mV. Nanocastice, u kterych byl stanoven zeta potencial pod -30 mV anad +30 mV
se fadi mezi silné anionické ¢i  kationické [86]. Bylo experimentdlné zjiSténo,
ze médium, ve kterém se méfené nanocastice nachdzi, by m¢l mit nizkou iontovou silu.
Pro roztok NaCl se doporucuje koncentrace 10 mM [86]. V tomto ptipadé (Vzorky B a BB)
byly uchovavany ve fyziologickém roztoku, coz je 0,9% roztok NaCl.
To odpovidd koncentraci 154 mM. Pfitomnost chloridovych a sodnych iontii ovliviiovala
meéteni hodnot zeta potencidlu, proto bylo nutné nanocastice podrobit dialyze do destilované
vody trvajici dvé hodiny (Vzorky C) nebo pies noc (Vzorky D). Pro porovnani hodnot jsou
v tabulkach data namétfena u vzorkt dialyzovanych do fyziologického roztoku a pred méfenim
fedénd redestilovanou vodou (Tabulka. 18A, Tabulka 18B, Graf 17) a vzorky dialyzované
do destilované vody a pfed méfenim fedéné redestilovanou vodou (Tabulka 19, Tabulka 20
a Graf 18). Zvysledk lze vy¢ist, ze zapornéjsi zeta potencial byl stanoven u vzorkl

dialyzovanych do vody.

Graf'17: Vysledky DLS méreni HA-nanocastic
dialyzované do 0,9% NaCl, pred mérenim redené
redestilovanou H,O

Graf 18: Vysledky DLS méreni HA-
nanocastic dialyzované do destilované H20, pred
mérenim redené redestilovanou H>O
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Tabulka 18A: Vysledky DLS méreni zeta potencidalu pro HA-NPs dialyzované do 0,9% NaCl, pred
meérenim redéné redestilovanou H>O

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
B1 B2 B3 B4
Zeta potencial [mV] -10,43 -2,48 -2,48 -15,89
SD Zeta potencidlu [mV] 11,482 9,746 9,746 27,881

Tabulka 18B: Vysledky DLS mereni zeta potencialu pro HA-NPs dialyzované do 0,9% NaCl, pred
mérenim Fedené redestilovanou H>O

Vzorek 5 Vzorek 6 Vzorek 7 Primérné
BB1 BB2 BB3 hodnoty
Zeta potencial [mV] -1,34 -6,03 -4,40 -3,92
SD Zeta potencialu [mV] 0,755 8,370 5,104 4,743

Tabulka 19: Vysledky DLS méreni zeta potencialu pro HA-NPs dialyzované do destilované H>O (2 hod),
pred mérenim Fedené redestilovanou H,O

Vzorek 1 Vzorek 2 Primérné
C1 C2 hodnoty
Zeta potencial [mV] -77,95 -65,73 -71,84
SD Zeta potencidlu [mV] 29,792 11,512 20,652

Tabulka 20: Vysledky DLS méreni zeta potencialu pro HA-NPs dialyzované do destilované H>O (pres
noc), pred mérenim redené redestilovanou H,O

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Primérné
D1 D2 D3 hodnoty
Zeta potencial [mV] -61,48 -88,01 -90,89 -80,13
SD Zeta potencidlu [mV] 44,372 21,977 7,429 24,593
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5.2.11 Vliv zmény dialyza¢niho roztoku

Z divodu ovlivnéni zeta potencidlu dialyza¢nim roztokem (0,9% NaCl) bylo nutné
Castice znova dialyzovat a zbavit se tak chloridovych a sodnych ionti. Pro kontrolu byly vzorky
dialyzované do destilované vody podrobeny analyze DLS. Tii vybrané vzorky (u kterych byl
meéfen zeta potencial) byly dialyzované do 0,9% roztoku NaCl, poté do destilované vody a opé&t
do fyziologického roztoku. Kazda dialyza probihala pfes noc a po ukonceni kazdé dialyzy byl
u vzorkli méfen hydrodynamicky primér aindex polydisperzity. VSechny vzorky byly
piipraveny dle zakladniho postupu s inkubacni dobou 30 minut mezi krokovymi ptidavky
acetonu a pomérem reagencii EDC a AAD 1: 1.

Jako vzorek 1 byl vybran vzorek 9 z kapitoly 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky
acetonu — 30 minut. V tabulce (Tabulka 21) jsou uvedeny hodnoty ziskané analyzou DLS
po pouziti riiznych dialyzaénich roztoki.

Vzorkem 2 byl zvolen vzorek 10 z kapitoly 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky
acetonu — 30 minut, vzorku 10. V tabulce (Tabulka 22) jsou uvedeny hodnoty parametrii
ziskanych analyzou DLS pii uziti rozdilnych dialyza¢nich roztokda.

Posledni vzorek, ktery byl vybran pro zjiSténi vlivu rozdilnych dialyza¢nich roztoka
na parametry nanocastic byl vzorek 3. Zdrojem pivodnich hodnot parametrii jsou hodnoty
naméfené u vzorku 13 zkapitoly 5.2.8 - Ovéreni stability hodnot mérenych parametrii
nanocdastic — prvni vzorek. U tohoto vzorku byla ovéfovana stabilita parametrii nanocastic,
ztoho divodu zde uvedena velikost neodpovidd velikosti Cerstvé pfipravenych ¢astic.
V tabulce (Tabulka 23) jsou vysledné hodnoty parametra.

Z hodnot parametrii ziskanych analyzou DLS (Tabulka 21, Tabulka 22 a Tabulka 23)
je zieymé, ze dialyzani roztok ma vliv na velikost nanoc¢astic. U vSech tii vzorka, které byly
po dialyze do fyziologického roztoku dialyzovany do vody, byl naméfeny vétsi
hydrodynamicky primér oproti ¢asticim dialyzovanym do 0,9% NaCl. Také se u vSech tii
vzorkl prokézalo, Ze po dialyze do vody a opé€tovné dialyze do NaCl se velikost nanoc¢astic
vratila témét na svou puvodni velikost podobné jako jejich index polydisperzity (Graf 20,

Graf 21 a Graf 22)
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Tabulka 21: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetne smeérodatnych odchylek HA-
nanocastic pri zménach dialyzacniho roztoku pro vzorek 1

Prvni dialyza - Druha dialyza - Treti dialyza - 0,9%
Vzorek 1
0,9% NaCl dH»0 NacCl
Hydrodynamicky primér[nm] 80,52 120,41 79,73
SD hydr. priméru [nm] 2,07 2,62 0,80
Index polydisperzity 0,25 0,31 0,24
SD indexu polydisperzity 0,033 0,036 0,028

Tabulka 22: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pri zménach dialyzacniho roztoku pro vzorek 2

Prvni dialyza - Druha dialyza - Treti dialyza -
Vzorek 2
0,9% NaCl dH:0 0,9% NaCl
Hydrodynamicky primér[nm] 104,08 148,93 99,75
SD hydr. priméru [nm] 10,00 2,10 1,65
Index polydisperzity 0,31 0,37 0,32
SD indexu polydisperzity 0,024 0,026 0,026

Tabulka 23: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pri zménach dialyzacniho roztoku pro vzorek 2

Prvni dialyza - Druha dialyza - Treti dialyza - 0,9%
Vzorek 3
0,9% NaCl dH:0 NacCl
Hydrodynamicky primér[nm] 101,74 164,18 111,28
SD hydr. priméru [nm] 1,50 3,19 2,48
Index polydisperzity 0,26 0,32 0,32
SD indexu polydisperzity 0,037 0,030 0,025
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Graf 19: Vysledky DLS mereni meéreni HA
nanocastic pri zmené dialyzacniho roztoku — vzorek 1
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Graf 20: Vysledky DLS méreni méreni HA nanocastic
pri zméné dialyzacniho roztoku — vzorek 2
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Graf 21: Vysledky DLS méreni méreni HA nanocastic
pri zmené dialyzacniho roztoku — vzorek 3
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5.3 Vysledky a diskuze k pripravé nanocastic zesiténych pomoci ¢inidla

bis(3-aminopropyl)amin

o Priprava HA-NPs pomoci zesitovaciho cinidla BAPA (1%, 94 ul, pH 5,5)

a inkubacni dobou 60 minut po pridani zesitovaciho cinidla

Nezavisle na sobé byly pfipraveny pomoci zesitovaciho ¢inidla BAPA tii vzorky
nanocastic, podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.2. Pro pfipravu téchto nanoc¢astic byl pouzit
jako tedici roztok redestilovand voda. Zesitovacim ¢inidlem byl 1% roztok BAPA o objemu
94 ul, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 5,5. Inkubac¢ni doba po ptidani zesit'ovaciho Cinidla
trvala 60 minut. Dle vyslednych hodnot v tabulce (Tabulka 24) je ziejmé, ze velikost nanocastic
ve vzorcich meéla velice rozdilné velikosti. Protoze se nepodafilo pfipravit nanocastice
s podobnymi velikostmi, a jejich smérodatné odchylky jak u hydrodynamického primeéru,
tak u indexu polydisperzity jsou velké, nebyly u téchto nanocastic vypocitané primeérné
hodnoty parametri.

Tabulka 24: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-

nanocdastic pripravené pomoci cinidla BAPA (1%, 94 ul, pH 5,5) a inkubacni dobou 60 minut po pridani
zesitovaciho cinidla

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Hydrodynamicky primér[nm] 717,10 635,20 2006,60
SD hydr. priiméru [nm] 2194,90 793,10 2000,80
Index polydisperzity 2,41 5,59 6,72
SD indexu polydisperzity 1,607 3,118 2,647
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o Priprava HA-NPs pomoci zesitovaciho cinidla BAPA (1%, 188 wl, pH 5,5)

a inkubacni dobou 60 minut po pridani zesitovaciho cinidla

Modifikaci postupu byly pfipraveny nezavisle na sob¢ ¢tyfi vzorky nanocastic kyseliny
hyaluronové. Pii pfipravé nanocastic byl pouzit jako fedici roztok redestilovand voda.
Modifikace v pfipraveé nanocastic spocivala ve zdvojnasobeni mnozstvi zesitovaciho ¢inidla
BAPA z piivodniho mnozstvi 94 ul na 188 pl. Inkubacni doba po pridavku ¢inidla BAPA
zustala stejnd — 60 minut. Z hodnot ziskanych analyzou DLS (Tabulka 25) by zfejmé,
ze zvySenim koncentrace ¢inidla BAPA se nepodafilo pfipravit nanocastice s podobnymi
hodnotami parametrii. Smérodatné odchylky méteni i v tomto ptipadé témét u vSech vzorka

ptevysuji primérné hodnoty velikosti a PI.

Tabulka 25: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic pripravené pomoci cinidla BAPA (1%, 188 ul, pH 5,5) a inkubacni dobou 60 minut po pridani
zesitovaciho cinidla

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
Hydrodynamicky primér[nm] 499,90 720,10 1190,20 2528,20
SD hydr. priméru [nm] 494,90 1077,70 1895,20 1530,80
Index polydisperzity 3,62 2,49 2,86 6,08
SD indexu polydisperzity 2,368 2,266 2,2735 3,370
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o Priprava HA-NPs pomoci zesitovaciho cinidla BAPA (1%, 94 wul, pH 5,5)

a riznou inkubacni dobou po pridani zesitovaciho cinidla

Déle byly pfipraveny nezavisle na sobé vzorky (podle postupu v kapitole 4.3.2)
pti jejichz ptipraveé byl pouzit jako fedici roztok acetatovy pufr o pH 5,5. Nanocastice byly
zesitény pomoci ¢inidla BAPA o koncentraci 1 %, které bylo u téchto vzorki pouzito v objemu
94 pl. Vyjimku tvoii vzorek 5%, pii jehoZz piipravé byl pouzit koncentrovany 98% roztok BAPA
bez upravy pH. Inkubac¢ni doba po pridani zesitovaciho Cinidla, stejn¢ jako vysledky ziskané
analyzou DLS, je uvedena u konkrétnich vzorki (Tabulka 26).

Ani pouzitim acetatového pufru jako fediciho roztoku misto redestilované vody nevedlo
k ptipravé nanocastic o ptiblizné¢ stejné velikosti.

Tabulka 26: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych odchylek HA-

nanocastic pripravené pomoci cinidla BAPA (1%, 188 ul, pH 5,5) a inkubacni dobou 60 minut po pridani
zesitovaciho cinidla

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5%

Hydrodynamicky primér[nm] 338,80 3518,60 1339,70 4133,20 4077,90
SD hydr. pruméru [nm] 139,00 1625,50 1982,00 2076,30 1572,00
Index polydisperzity 5,45 6,55 7,98 7,66 6,55
SD indexu polydisperzity 2,512 1,869 14,912 3,766 2,833

Inkubaéni doba po piidani
30 min 60 min 90 min 30 min 30 min
zesitovaciho ¢inidla
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Obdobné¢ jako u piipravy nanocastic HQN/\/\ N NN NH,
karbodiimidovou metodou s AAD, izde je potieba H

preaktivace karboxylové skupiny na hlavnich fetézcich Obrizek 6 Bis(3-aminopropyl)amin
kyseliny hyaluronové. K roztoku kyseliny hyaluronové Prevzato z [§7]

byl ptidan roztok EDC o koncentraci 2,4 mg/30 pl za stalého michani na orbitalni tfepacce.
Po homogenizaci smési byl pouzit roztok BAPA (Obrazek 6). Pivodni roztok BAPA
o koncentraci 98 % byl nafedén redestilovanou vodou na 1% roztok, u néhoz bylo upraveno pH
na hodnotu piiblizn¢ okolo 5,5 pomoci hydroxidu sodného ¢i kyseliny chlorovodikové.
Takto upraveny roztoku byl o objem 94 pul. po kapkach za stalého michéani ptidavan k 1,2 ml
zasobniho roztoku kyseliny hyaluronové o Mw = 1,8 MDa. Nov¢ vznikla smés byla inkubovéana
na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté. Po ukonceni inkubac¢ni doby byl opaleskujici roztok
prepipetovan do dialyzacnich membran. Jako dialyzacni roztok byl pouzit 0,9% NaCl.
Dialyza probihala pfes noc na orbitalni tiepacce pii laboratorni teploté. Druhy den byla dialyza
ukoncena a roztok nanocastic byl z dialyza¢nich membran pfeveden do plastovych zkumavek.
Byl zaznamenan objem vzorkl po dialyze a zkumavky byly skladovéany pfi teploté 4-8 °C
v lednici.

Pro nanocastice ptipravené s ¢inidlem BAPA nebyl vytvofen graf pro primérnou
velikostni distribuci, protoZe u jednotlivych vzorkl nanocéstic byly namétfeny velice rozdilné
hydrodynamické praméry i hodnoty polydisperzity vcetné smérodatnych odchylek.
U nékolika vzorkli (které zde nejsou uvedeny) se parametry metodou DLS vyhodnotit
nepodafilo.

Pti pfipravé nanocéstic se neprokdzal vliv délky inkubacni dobé po pfidani Cinidla

BAPA.
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5.4 Vysledky pro zna¢eni nanocastic fluorescenénimi zna¢kami

Me¢feni intenzity zafeni fluorescencné znacenych nanocastic probihalo ve stanici
pro vyhodnoceni fluorescenéniho znaéeni ChemiDoc™ XRS+. Nasledny vypocet intenzity
fluorescence a mnozstvi fluorescencnich znacek se pocitalo z rovnice regrese. Ta byla ziskana
dosazenim hodnot a vytvofenim grafu pro kalibra¢ni fadu. Rada kalibragnich roztoka byla
sestavena zvlast’ pro nanocastice znacené fluoresceinem a zvlast pro nanocastice znacené
FITC. Rozmezi koncentraci kalibracnich roztokii bylo voleno podle ptredpokladané
koncentrace fluorescencnich znacek v analyzovanych vzorcich (viz kapitola 4.6).

Pfed samostatnym méfenim bylo nutné si nejprve napipetovat piislusné roztoky
do jamek mikrotitra¢ni desticky. Protoze roztoky obsahovaly fluorescen¢ni znacky, muselo se
se vzorky pracovat velice rychle a pfipravena mikrotitra¢ni desti¢ka se musela do okamziku
meéfeni uchovavat ve tmé.

Kalibra¢ni fada roztokdi pro nanocastice znacenych fluoresceinem byla piipravena
ze zésobniho roztoku fluoresceinu o ptivodni koncentraci 1 mg/ml. Zasobni roztok byl nafedén
redestilovanou vodou na koncentraci 2 pg/ml. Pro nanocastice znacenych neoxidovanym
i oxidovanym FITC byla pfipravena jedna kalibra¢ni fada, na kterou byl pouzit zasobni roztok
FITC o plvodni koncentraci 1 mg/ml DMF. Aby bylo mozné kalibra¢ni fadu sestavit,
bylo nutné plvodni zasobni roztok FITC nafedit redestilovanou vodou. Nova koncentrace
roztoku pro pfipravu kalibra¢ni fady byla 1 pg/l ml DMF. Protoze dialyza znacenych
nanocastic probihala do 0,9% NaCl, byl tento roztok zvolen jako fedici roztok pro jednotlivé
kalibra¢ni roztoky v jamkach mikrotitracni desticky (viz kapitola 4.6).

Vzorky znacenych nanocastic, u nichz jsme potfebovali zmé&fit intenzitu fluorescence
a vypocitat mnozstvi fluorescencnich znacek, byly do mikrotitracni desticky pipetovany
o tfech, popf. ¢tyfech riznych objemech (100 pl, 75 pl, 50 pl a 25 pl). Divodem byl piesnéjsi
vypoéet pramémych hodnot. Redicim roztokem vzorki byl opét zvolen 0,9% NaCl

(Obrazek 9).
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5.4.1 Vysledky pro znaceni nanoéastic fluoresceinem

e Znacni nanocastic fluoresceinem — vzorek 1

Nanocastice znacené fluoresceinem byly pfipraveny podle modifikace postupu piipravy
v kapitole 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut. Pti jejich ptiprave byl tedy
zachovan pomér reagencii EDC a AAD 1 : 1, inkuba¢ni doba mezi jednotlivymi piidavky
acetonu ¢inila 30 minut. Inkubace s EDC aktivovanymi nanocasticemi a fluoresceinem trvala
1 hodinu. Nasledna dialyza probihala do fyziologického roztoku pies noc na orbitalni tiepacce
pii laboratorni teploté. Nadoby s dialyzacnim roztokem byly =zabaleny do alobalu,
aby u fluoresceinu nedochazelo k jeho samovolnému rozkladu.

Parametry nanocéastic byly stanoveny metodou DLS. Mnozstvi fluoresceinu v pug/1 mg
nanocastic bylo vypoc€itdno z rovnice regrese kalibracni fady, kterd vychézela ze zavislosti
intenzity zafeni na mnozstvi fluoresceinu (Tabulka 27). Intenzita zafeni nebyla dle zadani
méfena na spektrofotometru  TECAN, ale pfi vyhodnocovéani intenzity byla pouzita
denzitometrické stanice ChemiDoc.

Ptredpoklad, ze po navazani fluoresceinu se velikost nanocastic zvétsi, se v tomto
pfipadé nepotvrdil. Divodem mize byt nedostatecnd dialyza roztoku nanocastice jeste
pred znacenim, a tudiz i vliv acetonu na nanocastice. Dals$i moznosti je nedostate¢né navazani
fluoresceinu na nanocéstice, coz by znamenalo, ze intenzita, ktera byla naméfena nebyla
z navazaného fluoresceinu, ale z rozpuSténého volného fluoresceinu piitomného v suspenzi
nanocastic. Aby se této faleSné naméfené intenzit¢ predeSlo a zroztoku se nenavadzany
fluorescein odstranil, u dalSich experimentii byla zavedena druhd dialyza a Castéj$i vymeéna

dialyza¢niho roztoku.
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Tabulka 27: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetne smérodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych fluoresceinem vcetné vypocitané hmotnosti fluoresceinu na 1 mg nanocdstic — vzorek 1

Vzorek 1
Pivodni NPs Znacené NPs
Hydrodynamicky primér[nm] 108,32 106,50
SD hydr. priméru [nm] 22,56 2,10
Index polydisperzity 0,33 0,39
SD indexu polydisperzity 0,042 0,034
Hmotnost fluoresceinu na 1 mg nanocastic - 1,446 ng
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e Znacni nanocastic fluoresceinem — vzorek 2

Nanocastice pro vzorek 2 byly pfipraveny podle postupu piipravy v kapitole 5.2.2 -
Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut. Inkubace fluoresceinu s nanocasticemi trvala
1 hodinu, poté nasledovala dialyza. Prvni dialyza probihala do 0,9% roztoku NaCl, ve tmé
na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté a trvala ptes noc. Po ukonceni dialyzy se ¢ast vzorku
uchovala pro nasledujici méfeni parametrti znacenych nanocastic — hydrodynamického
praméru, indexu polydisperzity a velikosti intenzity zafeni. Zbyla ¢ast vzorku byla podrobena
druhé dialyze — taktéz do 0,9% roztoku NaCl. I tato dialyza probihala ve tmé na orbitalni
ttepaCce pres noc pii laboratorni teploté. U vzorkl byly po ukonceni dialyzy analyzou DLS
meéfeny jiz zminéné parametry nanocastic.

Dle rovnice regrese kalibra¢ni fady zévislosti intenzity zafeni na mnozstvi fluoresceinu
se vypocitalo primérné mnozstvi fluoresceinu na 1 mg nanocastic (Tabulka 28).

Me¢fenim intenzity po druhé dialyze byla jeji hodnota nizsi. Muizeme tedy predpokladat,

ze diky dvojnasobné dialyze jsme se zbavili téméf veskerého nenavdzaného fluoresceinu.

Tabulka 28: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych fluoresceinem vcéetné vypocitané hmotnosti fluoresceinu na 1 mg nanocastic — vzorek 2

Vzorek 2
Znacené — 1. Znacené — 1I1.
Puvodni

dialyza dialyza
Hydrodynamicky primér[nm] 103,70 110,90 116,20
SD hydr. priméru [nm] 4,20 4,80 2,10
Index polydisperzity 0,33 0,40 0,36
SD indexu polydisperzity 0,023 0,037 0,039
Hmotnost fluoresceinu na 1 mg nanocastic - 0,48 pg 58,57 ng
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e Znacni nanocastic fluoresceinem — vzorek 3

Pivodni nanocastice byly piipraveny dle stejného postupu jako predchozi dva vzorky
nanocastic (kapitola 5.2.2 - Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut), a také byl
dodrzen stejny postup pro znaceni nanocastic, jako u ptedchozich dvou vzorkli. Obménou
v postupu pfii ptipravé vzorku 3 bylo pouze prodlouzeni inkubacni doby roztoku nanocastic
s fluoresceinem. Nanocastice vzorku 3A byly znaceny fluoresceinem s inkubacni dobou
1 hodinu, oproti vzorku 3B, kdy inkubace nanocastic s fluoresceinem byla pfes noc. Oba tyto
vzorky byly dialyzovany dvakrat za stejnych podminek jako u vzorkii 1 a 2 z této kapitoly.
Po kazdé ukoncené dialyze nasledovalo méfeni parametri — velikost znacenych nanocastic,
PI a intenzita fluorescence (Tabulka 29).

Dle naméfenych hodnot intenzity se bylo pravdépodobné druhou dialyzou zbaveno
nenavazaného fluoresceinu.

Tabulka 29: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smérodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych fluoresceinem véetné vypocitané hmotnosti fluoresceinu na 1 mg nanocastic — vzorek 3

Vzorek 3
Vzorek 3A Vzorek 3B
Piavodni — — — —
Znacené Znacené Znacené Znacené
L. dialyza I1. dialyza L. dialyza I1. dialyza
Hydrodynamicky
126,90 97,70 98,00 135,90 102,80
primér[nm]|
SD hydr. priméru [nm] 2,90 2,30 2,60 5,70 2,60
Index polydisperzity 0,33 0,24 0,20 0,40 0,23
SD indexu polydisperzity 0,034 0,031 0,040 0,053 0,037
Hmotnost fluoresceinu
- 0,27 pg 7,52 ng 0,36 pug 1,84 ng

na 1 mg nanocastic
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e Zhodnoceni znaceni nanocastic fluoresceinem

Fluoresceinem (Obrazek 7) byly znaleny castice

piipravené¢ pouze karbodiimidovou metodou o pivodni ONa

velikosti 1,8 MDa. Nejdiive se k rozpusténému

fluoresceinu ptidal roztok EDC, aby se aktivovaly X Q

karboxylové skupiny, totéz se provedlo u nanocastic.

K preaktivovanému fluoresceinu pifidan roztok AAD. NaQ O O

Po peclivém promichani a dal$i Sminutové inkubaci byla Obrézek 7: Fluorescein sodna sl
Prevzato z [88]

tato smés pridana k preaktivovanym nanocasticim.
Vramci nastaveni optimalnich podminek navazani
fluoresceinu na nanocastice, byly vyzkouSeny dvé rizné dlouhé inkubace nanocéstic
s fluoresceinem — krat$i, kterd byla pouze hodinova a delsi, kdy inkubace trvala pfes noc
(cca 24 hodin). Za timto tkonem opét nasledovala dialyza nanocéstic, pomoci které se
z roztoku odstranil pfebyte¢ny nenavazany fluorescein.

Po dialyze bylo na tfad¢ kontrolni méfeni hydrodynamického priméru a indexu
polydisperzity ¢astic. Znacené nanocastice mély po opatfeni znackou vykazovat vétsi velikost,
coz se u vsech vzorkt neprokazalo.

Dalsi kontrolou navézani fluoresceinu bylo méfeni intenzity fluorescence nanocastic
znacenych fluoresceinem na denzitometrické stanici Bio-Rad ChemiDoc™ XRS a dle vysledki
se vypocitala jeho koncentrace v daném vzorku nanocastic.

Pro prikaz navazani fluoresceinu na nanocastice byla provedena dalsi dialyza,
a poté opét méfeni intenzity zafeni. Pfi méfeni vzorkli po druhé dialyze byla intenzita
mnohokrat mensi. Diivodem mohla byt nedostate¢na prvni dialyza, kdy se ve vzorku nachéazelo
jesté velké mnozstvi volného fluoresceinu. Nenavazany fluorescein, ktery byl rozpustén
v roztoku nanocastic, tak mohl ovliviiovat velikost intenzity zateni.

Pti praci s fluoresceinem bylo velice dalezité, aby vSechny zkumavky a dialyza¢ni

nadoby stéle udrzované v temnu a manipulace na svétle byla co nejkratsi.

94



5.4.2 Vysledky pro znaceni nanocastic FITC a FITC-ox

e  Znaceni nanocastic FITC a FITC-ox — vzorekl, vzorek 2 a vzorek 3

Nanocastice ke znaceni byly piipraveny podle modifikace postupu v kapitole 5.2.2. -
Inkubacni doba mezi pridavky acetonu - 30 minut. Pti ptipravé byl tedy dodrzen pomér EDC
a AAD 1 : 1, inkubac¢ni doba mezi tfemi ptidavky acetonu trvala 30 minut.

Castice byly znageny jak neupravenym, tedy neoxidovanym, tak oxidovanym FITC.
V obou piipadech byl knanoCasticim pfidan roztok EDC (0,5 mg/3 mg NPs)
a AAD (0,5 mg/3mg NPs). Po pifidavku roztoku EDC nésledovala 10minutova inkubace,
po ptidavku roztoku AAD trvala inkuba¢ni doba 5 minut.

U znaceni neoxidovanym FITC se k preaktivovanym nanocésticim ptidal roztok
FITC (Img/Ilml DMF) o objemu 0,3 ml (pouzito na 3mg NPs). Smés se dikladné
homogenizovala a nechala inkubovat ve tm¢ na orbitalni tfepacce.

Na rozdil od znaceni neupravenym FITC, se pfi znaceni upravenym FITC oxidoval
0,1M NalO4. Pozadované koncentrace se dosdhlo pfidanim 0,3 ml 0,2M NalOs k 0,3 ml
FITC (Img/1 ml DMF). Smés téchto dvou roztoki se dobife homogenizovala a nechala
inkubovat minimalné 15 minut ve tmé na tfepacce. Po uplynuti inkubaéni doby se oxidovany
FITC pridal k roztoku nanocastic, a stejn¢ jako u predchoziho znaceni se po dikladném
promichani smés inkubovala pfes noc na orbitalni tfepacce.

Nasledovala dialyza, ¢imZ se z roztoku nanocastic odstranila pifebyte¢na fluorescencni
znacka. Dialyzanim roztokem byl opét 0,9% NaCl a dialyza probihala pfes noc na orbitalni
ttepace ve tmé s nékolikerou vyménou dialyzaéniho roztoku. Po ukonceni dialyzy byla
u nanocastic métena jejich velikost, index polydisperzity a intenzita zatreni, z niz se vypoctem
z rovnice regrese kalibracni kiivky stanovilo mnozstvi navazaného FITC a FITC-ox na 1 mg
nanocastic (Tabulka 30). U vzorku 2 a 3 navic byla zavedena druha dialyza, kterd probihala
pres noc na orbitalni tfepacce pii laboratorni teploté a ve tmé&. I po druhé dialyze nasledovalo
méfeni parametrit pomoci analyzy DLS a stanoveni intenzity zafeni na stanici Bio-Rad
(Tabulka 31 a Tabulka 32).

Nanocastice byly znaceny stejnym postupem nezéavisle na sobé&, vzorek 3 byl znacen jak

FITC, tak FITC-ox v duplikatu (Vzorek A1+A2, Vzorek B1+B2).
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Tabulka 30: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetne smérodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych FITC a FITC-ox vietné vypocitané hmotnosti FITC a FITC-ox na 1 mg nanocastic —

vzorek 1

Hydrodynamicky primér[nm]
SD hydr. priméru [nm]

Index polydisperzity

SD indexu polydisperzity

Hmotnost FITC na 1 mg nano¢astic

Piavodni

103,70

4,20

0,33

0,023

Vzorek 1

FITC

540,00

29,60

1,52

0,114

2,26 pg

FITC-ox
335,80
28,40
0,66
0,123

0,81 pg

Tabulka 31:Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetné smerodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych FITC a FITC-ox vietné vypocitané hmotnosti FITC a FITC-ox na 1 mg nanocastic —

vzorek 2

Hydrodynamicky primér[nm]

SD hydr. priméru [nm]

Index polydisperzity

SD indexu polydisperzity

Hmotnost FITC na 1 mg

nanocdastic

Puvodni

126,90

2,90

0,33

0,034

Vzorek 2
FITC

I. dialyza @ II. dialyza
751,20 X
512,30 X
1,51 X
0,573 X

2,29 ug 1,05 pg

X — nevyhodnoceno, analyzou DLS se hodnoty nepodarilo stanovit

FITC-ox
L. dialyza | II. dialyza
669,40 244,70
391,20 13,10
0,64 0,67
0,050 0,053
1,48 pg 0,38 pg
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Tabulka 32: Vysledky DLS méreni velikosti a indexu polydisperzity véetne smérodatnych odchylek HA-
nanocastic znacenych FITC a FITC-ox vietné vypocitané hmotnosti FITC a FITC-ox na 1 mg nanocastic —

vzorek 3
Piavodni
Hydrodynamicky
y y y 75,20
prumér[nm]

SD hydr. priméru [nm] 2,200

Index polydisperzity 0,21
SD indexu

0,032
polydisperzity

Hmotnost FITC na 1 mg nanoé¢astic
- L. dialyza
Hmotnost FITC na 1 mg nano¢astic

- II. dialyza

Al

1718,30

169,096

2,61

1,273

2,32 pg

1,93 ug

Vzorek 3
FITC

A2

2125,40

698,620

3,12

1,438

2,30 pg

1,93 ug

FITC-ox
B1 B2

2633,90 2359,90
1327,500 1788,000

2,03 1,95

0,464 1,219
7,50 pg 2,56 ug
2,21 pg 2,76 ug
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e Zhodnoceni znaceni nanocastic FITC a FITC-ox

Pro  znaCeni  nanoCastic  fluorescein S=C=N
isothiokyanatem byl pouzit bud’ neupraveny FITC O
(Obrazek 8), nebo FITC oxidovany jodistanem O O
sodnym. Zasobni roztok FITC byl pfipraven

rozpuSténim navdzeného mnozstvi v uritém

mnozstvi dimethylformamidu, aby kone¢ny roztok HO O OH
< . Obrazek 8: Fluorescein isothiokyandat
mél koncentraci 1 mg FITC /1 ml DMF. Prevzato z [89)

Prestoze byl experiment se znacenim
nanocastic FITC nebo FITC-ox provadén nékolikrat, nepodafilo se pfipravit znacené
nanocastice tak, aby byly povaZovany za uniformni. U nanocéstic znaCenych jak
neoxidovanym, tak ioxidovanym FITC se hydrodynamicky primér pohyboval vysoko
nad velikostmi ¢astic zna¢enych fluoresceinem. Prikazem neuniformity znacenych nanoc¢astic

jsou hodnoty smérodatnych odchylek velikosti nanocastic a hodnoty indexu polydisperzity.
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Podle obrazku 9 je na prvni pohled zfejmé, Ze vEtsi intenzitu vykazovaly nanocastice

znacené neoxidovanym FITC.

Obrazek 9: Obrazovy zaznam fluorescencniho znaceni nanocastic s fluoresceinem, fluorescein isothiokyandtem

a oxidovanym fluorescein isothiokyandatem pri vyhodnocovani intenzity fluorescencniho zareni pomoci stanice
ChemiDoc

Porizeno stanici ChemiDoc

V mikrotitracni desticce jsou pipetovainy roztoky:

Rada B — kalibracni Fada roztokii pro nanocdstice znacené fluoresceinem
Rada C — vzorky nanocdstic znacenych fluoresceinem po prvni dialyze
Rada D — vzorky nanocdstic znacenych fluoresceinem po druhé dialyze
Rada E — kalibracni Fada roztokii pro nanocastice znacené FITC

Rada F — vzorky nanocdstic znacenych FITC a FITC-ox po prvni dialyze
Rada G — vzorky nanocdstic znacenych FITC a FITC-ox po druhé dialyze
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5.5 Diskuze vysledkii

Vysledky experimentii a jednotlivych modifikaci postupli pro piipravu nanocastic
ukazaly, ze jednotlivé parametry zavisi na riznych podminkach. Nanocastice byly
piipravovany dle patentu [90]. Podminky, za kterych byly experimenty provadény,
byly proménlivé. Nebylo mozné dodrzet pfi jejich ptipraveé konstantni teplotu, tlak, vlhkost
a dal$i parametry, jako napf. pti experimentech ve studiich [84, 91].

Pti pripravé nanocastic karbodiimidovou metodou s pouzitim zesit'ovaciho ¢inidla AAD
(kapitola 5.2) se zjistilo, Ze jejich velikost zavisi na podminkach, pfi jakych jsou pfipravovany.
Nejvyraznéji hydrodynamicky primér a index polydisperzity ovliviiuje délka inkuba¢ni doby
mezi jednotlivymi krokovymi ptidavky acetonu (organické rozpoustédlo, ve kterém kyselina
hyaluronova nanoprecipitovala) [84]. Cim déle aceton na nanodastice puisobil, tim mensi byla
jejich velikost. Dal$im zptsobem, kterym lze ovlivnit velikost nano€astic, je volba dialyza¢niho
roztoku. Velikost nanocastic po dialyze do fyziologického roztoku vykazovaly mensi
hydrodynamicky pramér proti stejnym roztokiim nanocastic, které byly dialyzovany do vody.

Pfi méfeni zeta-potencidlu bylo zjisténo, Ze pokud je pouzit jako dialyzacni a fedici
roztok 0,9% NaCl, hodnoty potencidlu predikuji shlukovani ¢astic. Dlivodem jsou chloridové
a sodné ionty obsazné v tomto roztoku. Nejjednodussim moznym feseni bylo provedeni dialyzy
¢astic do destilované vody. Pomoci osmdzy se dialyzou vyrovnavala koncentrace iontl
v dialyzacni membrané a v dialyzacnim roztoku. Né&kolikerou vymeénou dialyza¢niho roztoku
(destilované vody) se nejen dialyza urychlila, ale bylo také dosazeno velice nizké koncentrace
puvodnich sodnych a chloridovych iont.

Pro pouziti druhého zesitovaciho ¢inidla — BAPA — se podminky pro pfipravu
nanocastic stanovit nepodafilo. I pfes veskeré modifikace a Gpravy postupu nebyly ptipraveny
takové nanocastice, které by byly vhodné pro fluorescencni znaceni. Hydrodynamicky primér
pripravenych cCastic téméf nikdy neshodoval a index polydisperzity byl velice vysoky.
Ptestoze analyzator kazdy vzorek analyzoval minimalné 12x a vysledné velikosti jsou tedy
primé&mé hodnoty téchto 12 méfeni, u nékolika experimentli se hydrodynamicky primér
a index polydisperzity nepodafilo stanovit. Z toho divodu nejsou vysledky piipravenych
nanocastic s ¢inidlem BAPA zhodnocené do grafii a v tabulkéach jsou pouze vysledky ziskané
analyzou DLS.

Ke znaceni nanocastic fluorescencni znackou byly pouzity dvé Cinidla — fluorescein
sodné stl a fluorescein isothiokyanat (FITC). Ten byl pouzit ke znaceni nanocastic ve dvou

provedenich — oxidovany a neoxidovany. Nanocastice zna¢ené fluoresceinem si i po oznaceni
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zachovaly témét svou pivodni velikost. OvSem pfi experimentu provedeni druhé dialyzy
nastaly pochybnosti. Nanoc¢astice znacené fluoresceinem vykazovaly mnohem mensi intenzitu
fluorescence oproti piedchozimu méieni a vypocitané mnozstvi fluoresceinu na 1 mg
nanocastic klesl téméf o tii fady. Proto jsou nutné dalsi vyzkumy, které by ukézaly, zdali i toto
mnozstvi fluoresceinu je pro aplikaci in vivo a nésledné zobrazeni dostate¢né. Pti porovnani
oxidovaného a neoxidovaného FITC vyslo 1épe znaceni neoxidovanym FITC. Na nanocastice
se jej podle vysledné intenzity navazalo vice nez neoxidované¢ho. U obou skupin nanocastic
znacenych FITC (oxidovanym 1ineoxidovanym) byl index polydisperzity vysoky
a hydrodynamicky pramér vychazel neptedvidatelné. V jednom ptipadé se velikost naméfit

nepodafila.
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ZAVER

Pomoci optimaliza¢nich krokti byly ovéfeny protokoly vhodné pro pfipravu nanocastic
kyseliny hyaluronové o rozdilnych velikostech. Bylo zjisténo, ze hydrodynamicky primér
nanocastic je ovlivnitelny délkou pusobeni precipitacniho roztoku (v tomto ptipad¢ acetonu)
1 volbou dialyza¢niho roztoku (vodou ¢i fyziologickym roztokem).

Vliv na velikost nanoc¢éstic ma také v neposledni fad¢ zesit'ovaci Cinidlo. Pfi ptipravé
nanocastic s EDC a AAD bylo provedeno nékolik experimentt, kde se zjist'oval vliv téchto
¢inidel na velikost nanocastic 1 jejich index polydisperzity. Hodnoty indexu polydisperzity byly
nizké a namétené velikosti vykazovaly jen minimalni smérodatné odchylky. Z toho divodu by
se nanocastice ve vyse uvedenych roztocich daly povazovat za uniformni.

Protokol, kde bylo pro zesiténi pouzito Cinidlo BAPA, se neosvédCil. Optimalni
podminky se nalézt nepodatilo. Naméfené velikosti mély velké smérodatné odchylky, indexy
polydisperzity byly také velmi vysoké. S takovymi ¢asticemi neni vhodné provadét dalsi
experimenty.

Rozporuplné vysledky prineslo méfeni intenzity nanocastic, na které byly navazany
fluorescenéni znacky — fluorescein a FITC nativni 1 oxidovany. Méfenim intenzity po druhé
dialyze znacenych nanocastic se ukazalo, Ze jeji hodnota velice klesla a neni proto jisté,

zda fluorescenéni znacka byla na nanocasticich dostate¢né navazana.
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