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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva piipravou a charakterizaci biokompatibilniho nosice
chitosanovych ¢astic v kombinaci s kiemi¢itymi mikrovlakny s vyuzitim v oblasti cilen¢ho
dorucovani proteini a lé¢iv. Podava teoreticky piehled o vybranych polymerech
pouzivanych v rtznych oblastech cileného dorucovani latek. Experimentalni cast je
zaméfena na charakterizaci a lyofilizaci pfipravenych nosiCovych systémil z chitosanu,
kyseliny hyaluronové a kompozitu s oxidem kiemicitym, na hodnoceni G¢innosti adsorpce

modelového proteinu ovalbuminu na ¢astice a miru uvolnéni proteinu.
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TITLE

Preparation of a composite nanoparticle protein carrier with SiO» fibers

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the preparation and characterization of a biocompatible
carrier made of chitosan particles in combination with silicon microfibers with use in the
field of targeted delivery of proteins and drugs. It provides a theoretical overview of
polymers used in various areas of targeted drug delivery. It focuses on chitosan and silica
biomaterials. The experimental part is focused on the characterization and lyophilization of
the prepared carrier systems made of chitosan, hyaluronic acid and a composite with silicon
dioxide, on the evaluation of the efficiency of adsorption of the ovalbumin model protein on

particles and the rate of protein release.
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UVoD

Cilené dorucovani latek nabyva stile vétstho vyznamu v oblasti biomedicinského
vyzkumu a lékafstvi, a to diky stale se rozvijejicim moznostem, jak efektivnéji a bezpecnéji
dorucovat 1éCivé latky. Jednou z metod, jak zajistit u¢inné doruceni latek do konkrétniho
mista, je pouziti nosiCovych systémul. Tyto systémy umoziuji zvysit efektivitu a ucinnost
terapie, snizit vedlejsi G€inky léCiv a zlepSit pacientim kvalitu zivota. Z tohoto diivodu
je dilezité vyvijet a zkoumat nové materidly a technologie pro vyrobu téchto nosici.
Soucasny stav vyzkumu ukazuje, Ze existuje mnoho rtiznych materiald a technologii pro
vyrobu nosicl, nicméné stdle existuje fada problémt, které brani jejich SirSimu vyuziti
Vv praxi.

Mezi nejpouzivanéjsi materidly pro vyrobu nosicl patii ptirodni a syntetické polymery.
Jednim z materiald, které se v posledni dobé uplatituji v oblasti nosicovych systémd, je
chitosan. Jedna se o biopolymer ziskavany z chitinu, ktery lze v ptirod€ nalézt naptiklad
v cytoskeletu koryst. Chitosan ma mnoho zadoucich vlastnosti jako je naptiklad
biodegradabilita, biokompatibilita a schopnost vytvaret komplexy s fadou latek.

Jinym nosi¢em lé¢ivych latek je oxid kiemicity. V piirod€ se vyskytuje jako amorfni
nebo krystalickd forma a ma mnoho vlastnosti, které umoziuji jeho vyuziti v oblasti
nosi¢ovych systémi, a to pfedevSim dobra mechanické a tepelna odolnost. V kombinaci s
chitosanem muze mit potencidl v pouziti pro vytvoreni biokompatibilniho kompozitu v
cileném dorucovani latek.

Experimentalni prace se zaméfuje na ptipravu a charakterizaci nosi¢li z chitosanovych
¢astic. Cilem bylo navrhnout stabilni nosi¢ s vysokou uc€innosti adsorpce a fizenym
uvolnovanim proteinu. Porovnadnim vysledkli bude vybran nejvhodnéj$i nosi€, se kterym
bude vytvoren kompozit s mikrovlakny oxidu kiemicitého.Vyuziti tohoto kompozitu mize
byt zajimavou moznosti pro vyvoj novych nosicli v oblasti 1é¢by a diagnostiky nemoci,

hojeni a regenerace ran ¢i v tkdilovém inzenyrstvi.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Prehled materiali pro cilené dorucovani latek

V soucasné dobé¢ se pro nosi¢ové systémy v cileném dorucovani latek vyviji celd fada
inovativnich materiali. Viibec prvnim polymerem, ktery byl pouzit v 60. letech 20. stoleti
pro cilené dorucovani 1éCiv, byl silikonovy kaucuk [1]. Jeho vlastnosti jako
je biokompatibilita a netoxicita lze vyuzit v systémech pro dodavani 1éCiv nebo jako
implantaty v fadé 1ékatskych oblasti [1].

Materialy pro cilené dorucovani latek musi spliiovat urcitd kritéria, predevsSim
biokompatibilitu, netoxicitu a biodegradovatelnost. Nesplnénim téchto podminek hrozi
riziko spusténi imunitni reakce, v hor§im ptipad¢ az poskozeni organismu. Je také potiebné
vyvinout rizné typy materiali z divodu rozdilné cesty dodavani latek do téla. Pro kazdou
z cest podani (peroralni, nazalni, transdermalni, vaginalni, intravendzni aj.) existuji pozitiva
1 negativa, a proto je diilezité zvolit vhodny material pro danou aplikaci [2].

Materialy lze rozdélit na ptirodni a syntetické polymery.

Prirodni polymery

Ptirodni polymery jsou jedny z nejpouzivangjSich materialli pro cilené dorucovani,
atozdivodu jejich pfirozené biokompatibility a biodegradability. Mohou byt
metabolizovany a piirozené se rozkladat v téle, coZ minimalizuje riziko vedlejSich u¢inka
[3].

Mezi ptirodni polymery lze zatadit naptiklad:

Chitosan (CS) — je polysacharid ziskdvany deacetylaci chitinu, méa vynikajici
biokompatibilitu a biodegradabilitu. Je vyuzivan zejména v systémech dorucovani latek jako
nosic 1é¢iv, proteinil a pro regeneraci tkani [4].

Kyselina hyaluronova (HA) — je polysacharid, ktery se nachazi v mnoha tkénich v tcle,
jako je napftiklad synovialni tekutina, ktera obklopuje klouby. Jeji ptednosti pro vyuziti
v DDS je schopnost vazat vodu a zlepSovat hydrataci tkédni. Tento biopolymer hraje
vyznamnou roli také pii hojeni ran, bunécné proliferaci ¢i angiogenezi [5].

Dextran — jedna se o polysacharid slozeny z glukdzovych jednotek, které jsou spojeny
glykosidickymi vazbami. Vyrabi se bakterialni fermentaci sacharézy pomoci
mikroorganismu rodu Leuconostoc nebo Streptococcus. Dextran ma nékolik vlastnosti, které
ho délaji vhodnym pro cilené doruCovani I1éCiv. Patii mezi né¢ biodegradabilita,

biokompatibilita, nizka toxicita, schopnost tvofit riizné formy hydrogelu, schopnost vazat
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se na bilkoviny a selektivn¢ se hromadit v nddorovych tkanich. Diky témto vlastnostem se
dextran pouziva k dorucovani 1é¢iv do nadorovych tkani, kde mize byt 1é¢ivo uvolnovano
pomalu a cilené [6].

Alginat — je dalsi ptirodni polymer, ktery se pouziva pro cilené dorucovani 1écCiv,
a to konkrétné do gastrointestinalniho traktu a do krevniho obéhu. Jedné se o polysacharid,
ktery se ziskava z tas rodu Laminaria a Macrocystis. Ma schopnost tvofit gelové struktury
v pfitomnosti vapenatych iontl, dokdze vazat kovy a organické slouceniny, zvysuje stabilitu
1&¢iv [7]. Alginat ve formé hydrogelu je také vhodnym materialem pro hojeni ran. Hydrogely
udrzuji pfirozené vlhké prostedi a snizuji riziko bakterialni infekce. Dale se pouziva jako
bioinkoust do 3D tiskaren pro tvorbu tkéni [8].

Kolagen — je bilkovina, kterd tvoii vétSinu tkani v téle a ma schopnost udrzovat
pevnost a pruznost tkani. TéZ se hojné vyuziva v cileném dorucovani 1éCiv, a to zejména
k regeneraci tkani a kosti v téle. Kolagenové hydrogely se pouzivaji jako nosice pro rtstové
faktory a cytokiny, které mohou podpofit proces hojeni ran [5].

Skrob — patii mezi polysacharidy ziskané ze zelenych rostlin. Hlavnimi vyhodami
je biologicka odbouratelnost, nizkd pofizovaci cena a celkové dobra dostupnost, snadna
modifikovatelnost. Vyuzivad se v rliznych oblastech jako je potravinafstvi, farmacie,
papirensky primysl, textilni primysl a jako nosi¢ pro 1é¢iva v systémech cileného
dorucovani latek [6].

Celuloza — je polysacharid sloZeny z fetézcti glukdézovych jednotek a tvoii zakladni
strukturni slozku bunéénych stén rostlin a nékterych fas. V oblasti cileného dorucovani lé€iv
je vyuzivana jako nosi¢ pro pomalé a cilené¢ uvoliiovani 1éc¢iva. Tyto nosice lze pouzit
k terapeutickému ucelu pii 1écb&€ mnoha rliznych onemocnéni, vcetné rakoviny, infekci
a chronickych chorob. Konkrétnim piikladem IéCiva proti rakoviné¢ v kombinaci
s nanocelul6zovymi ¢asticemi je 1€k doxorubicin [9]. Jedné se o cytostatikum, které se Casto
pouziva k 1écbé riznych typu rakoviny, jako je naptiklad rakovina prsu, plic, jater, ledvin
a dalsi. Celul6za se mimo jiné vyuziva ve form¢ hydrogeli. Hydrogely z celulozy jsou
vhodné pro nosice 1é¢iv nebo jako nahrady tkéani. Celuléza se pouziva také k vyrobé
povlakovych vrstev 1éCiv ve formé tablet, z divodu odolnosti vic¢i Zzaludecni kyselosti
a postupnému uvolovani 1éCiv [10]. Celuloza je tedy velmi dualezitym materidlem
ve farmacii a ma mnoho riznych aplikaci v 1é¢bé a prevenci onemocnéni. Diky své
biokompatibilit¢ a snadné¢ modifikovatelnosti se ocekava, ze bude v budoucnu stale vice

vyuzivana pii vyvoji novych léCiv a terapeutickych vyrobki.
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Prirodni anorganické polymery —mezi né€ lze fadit oxid kiemicity, kfemicitan vapenaty, oxid
titanicity, zlaté, stiibrné, méd’naté, magnetické nano- nebo mikrocastice, aj.

Oxid kremicity — je ptirodni anorganicky polymer slozeny z kifemicitanovych
tetraedrq, které jsou spojeny kyslikovymi vazbami. Oxid kiemicity ma nékolik vlastnosti,
které ho délaji vhodnym pro cilené doruCovani léCiv. Patii mezi né biodegradabilita,
biokompatibilita, nizka toxicita, schopnost tvorby stabilnich koloidnich roztoki a schopnost
vazat organické slouceniny. Oxid kifemicity se pouziva k dorucovani 1€¢iv oralni cestou, kde
se vyuziva jeho schopnosti vazat 1éCiva a pomalu je uvoliiovat v travicim traktu. Oxid
kfemicity ve formé silikagelu ma antimikrobidlni u¢inky a vysokou absorp¢ni kapacitu, coz
se také uplatiiuje pti vyrobé obvazovych materiala [11].

Kremicitan vapenaty — tento anorganicky polymer se pouziva k vyrobé& kostnich
implantat, protoze mé podobné chemické vlastnosti jako kostni tkan. Mezoporézni
nanocastice kifemicitanu vapenatého se pouzivaji jako nosi¢e 1é¢iv pro dlouhodobé
uvolnovani gentamicinu a fibroblastového rustového faktoru-2 [12]. Jiné mezoporézni
nanokompozity se skladaji z magnetickych nanoc¢éstic oxidu zeleza jako jadra a kiemicitanu
vapenatého jako obalu. Jejich hlavni vyhodou je vysoky specificky povrch, velky obsah
poru, vysoka kapacita Iékové naplné€ pro ibuprofen nebo docetaxel [13].

Oxid titanicity — tento anorganicky biomateridl mé z divodu dobré mechanické
a antikorozni odolnosti a biokompatibility slibné vyuziti v ortopedii a zubnich implantatech
[14].

Stribrné nanocastice — maji antibakteridlni vlastnosti, a to konkrétné proti
gramnegativnim bakteriim Escherichia coli. Sttibrné nanocastice dokazou interagovat
s bunéénymi sténami bakterii a naruSovat metabolismus a bunécné dychani tvorbou
reaktivnich forem kysliku. Mezi dal$i vlastnosti nanocéstic stiibra patii vysoky pomér
povrchu k objemu, coz zvySuje jejich reaktivitu k okoli. Dalsi vlastnosti je snadna syntéza
a modifikace Castic. Stfibrné nanocastice vSak maji tendenci se ve vysSich koncentracich
shlukovat a mohou tak byt pro télo toxické. Niz$i koncentrace stfibrnych nanocastic
se vyuzivaji v oblasti hojeni ran. Aplikuji se na povrch rany jako desinfek¢ni prostredek
v podobé gelii, krémli nebo obvazli a diky svym antimikrobidlnim vlastnostem dokazi
eliminovat potencialn¢ infek¢ni bakterie, viry a plisné [15].

Zlaté nanocastice — jednim z hlavnich vyuziti nanocastic zlata v mediciné je cilené
dorucovani 1éciv. Diky svému malému rozméru a vysoké povrchové plose jsou nanocastice
zlata schopny snadno proniknout do tkdni a bun¢k a cilen¢ uvoliiovat 1écivé latky. Maji

katalytické vlastnosti, dobrou vodivost, jsou biokompatibilni. Dal§im vyuzitim nanocastic
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zlata jsou zobrazovaci techniky. Nanocastice =zlata jsou schopny absorbovat
elektromagnetické zateni v riiznych vinovych délkach, coz umoznuje jejich pouziti jako
kontrastni ¢inidla pro zobrazovani v riiznych oblastech, jako je naptiklad diagnostika
rakoviny. Také se vyuzivaji pro Cisténi odpadnich vod [16].

Meédnaté nanocastice — méd’naté nanocastice jsou potencialni alternativou k zlatym
nanocasticim pro cilené doruCovani léCiv. Méd'naté nanocastice maji antimikrobidlni,
ze by mohly byt G¢inné v 1€¢bé rakoviny prsu. Nedavny vyzkum ukézal, Ze nanocastice médi
s kurkuminem mohou selektivné zabijet nadorové buiiky prsu a inhibovat riist nadoru [17].
Nicmén¢ je tieba provést dalsi vyzkumy, aby byla potvrzena jejich bezpecnost a ti¢innost.

Pouziti ptirodnich biomaterialli pro vyrobu nosict pro cilené dorucovani latek mutze
Nicméng¢, i prirodni materidly mohou mit urcitd omezeni v pouziti, jako napiiklad jejich

nizka stabilita nebo nachylnost k degradaci a agregaci v zavislosti na podminkach [3].

Syntetické polymery

Syntetické polymery maji oproti pfirodnim polymerim nékteré vyrazné vyhody.
Jednou z nich je mozZnost kontroly velikosti a tvaru. Syntetické polymery mohou byt pfesné
vyrobeny v pozadované velikosti a tvaru. To umoziiuje vyrobclim pfipravit nanocastice
s konkrétni velikosti, coZ je dlileZité pro zajisténi spravného transportu a uvoliiovani lé¢iv.

Dalsi vyhodou je vys$i stabilita. Syntetické polymery jsou obecné stabilnéjsi
a mechanicky odolnéjsi nez ptirodni materidly, coZ zvySuje jejich uc€innost. Dalsi vyhodou
je moznost modifikace, diky které¢ lze ptfizplsobit vlastnosti polymeri pro konkrétni
aplikace. Napftiklad lze zménit jejich hydrofilni nebo hydrofobni povahu nebo pfidat funkéni
skupiny, které umozni jejich pouziti pro specifické ucely [2]. Syntetické polymery maji
1 n€kolik nevyhod oproti pfirodnim biopolymeriim. Mezi tyto nevyhody patii vyssi riziko
toxicity. Mnoho syntetickych polymert neni biodegradabilnich, coZ znamena, ze se v téle
zpracovatelné nez ptirodni polymerové materidly, coz mize zvySovat ndklady na vyrobu
a omezeni jejich pouziti. Pfi vybéru nosice je dillezité zvazit jak jeho vyhody, tak i nevyhody
a volit takovy material, ktery bude co nejefektivnéjsi a zaroven bezpecny pro pacienta [2].

Zde jsou uvedeny piiklady nékterych syntetickych polymert v cileném dorucovani

latek:
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Polyethylenglykol (PEG) — se tadi do skupiny polyetherti, které obsahuji etherovou
funkéni skupinu v hlavnim fetézci. PEG patfi mezi hydrofilni polymery, diky cemuz
je schopen vazat velké mnozstvi vody. Snadno se rozpousti ve vodnych roztocich a dokéaze
interagovat s biologickymi materialy, jako jsou proteiny, sacharidy a lipidy. Jednou
z vynikajicich vlastnosti PEG je takzvand PEGylace. Pfi PEGylaci dochazi k chemické
modifikaci, pii které se na molekuly 1éCiva, proteinu aj. navaze polyethylenglykol za ti¢elem
zlepSeni stability a snizeni imunogenicity molekul. Molekuly, které jsou pokryty PEG,
mohou byt v téle déle zachovany, coz zvySuje pravdépodobnost, ze cilené¢ dorazi na misto
pusobeni. Naopak nevyhodou tohoto procesu mize byt zvySena akumulace PEG v téle
po uvolnéni 1é¢iva, a to predevsim v jatrech. Zatim neni zcela objasnény vliv hromadéni
latek na ptipadnou toxicitu a Skodlivost pro lidské zdravi. Déle hraje také roli vyssi cena

Polykaprolakton (PCL) — je dal$im zastupcem syntetickych polymera, ktery se fadi
do skupiny alifatickych polyesteri. PCL vynika svou mékkosti a rozpustnosti pti nizkych
teplotach, coZ usnadnuje jeho zpracovani do riznych forem, jako jsou filmy, vlakna nebo
castice. PCL ma také vynikajici biokompatibilitu a biodegradabilitu. Z divodu
nepfitomnosti enzymi pro hydrolyzu polykaprolaktonu v lidském téle je jeho doba
degradace prodlouzena na mésice az roky. Z tohoto divodu se PCL vyuziva v oblasti
farmacie jako nosi¢ pro cilené dorucovani 1éciv pro dlouhodobé uvoliiovani nebo jako
materidl pro vyrobu stalych a stabilnich implantath v tkanovém inZenyrstvi. PCL se ¢asto
kombinuje do kompozitu s chitosanem, celul6zou nebo kyselinou polymlécnou [2].

Polyvinylalkohol (PVA) — je hydrofilni polymer, ktery se pouzivéd jako excipient
pro zlepSeni stability a rozpustnosti 1é¢iv. V nedavné studii byla pouzita nanovldkna z PVA
v kompozitu s uhlikovymi kvantovymi te¢kami, nanocasticemi oxidu kiemicitého a vlakny
fibroinu k hojeni ran u potkanii. Byla prokdzana lepsi reepitelizace a rychlejsi rist srsti
po pouZiti zminénych nanovlaken [18].

Polypyrol — jedna se o konjugovany polymer, ktery vznikd polymeraci pyrolu.
Polypyrol mé schopnost vést elektricky proud, coz wumoziuje jeho vyuziti
v elektrochemickych aplikacich. Polypyrol ma nékolik vlastnosti, které ho délaji vhodnym
také pro cilené dorucovani 1é¢iv. Patii mezi né¢ biokompatibilita, nizkd toxicita, schopnost
vazat auvoliovat 1éCiva, schopnost reagovat na zmény pH a schopnost vazat
se na biomolekuly jako jsou proteiny a DNA. Polypyrol se pouziva k dorucovani 1éciv

do nadorovych tkani, kde miize byt 1é¢ivo uvoliiovano pomalu a cilené [2].
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1.2 Chitosan

1.2.1 Struktura a priprava chitosanu v riznych formach

Chitosan neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan, je kladn¢ nabity polysacharid,
ktery vznika deacetylaci chitinu v alkalickém prosttedi [19, 20]. Jeho kationtovy charakter
je pfipisovan protonaci aminoskupin, kde se hodnota pKa pohybuje okolo 6,3 az 6,5 [21].
Sklada se z glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych jednotek a ma pomérné nizkou
molekulovou hmotnost pohybujici se v rozmezi od 100 do 500 kDa. Vyrazny rozptyl
v molekulové hmotnosti je dan stupném deacetylace chitosanu [19, 20]. Na rozdil od chitinu
je chitosan vice odolny a Iépe rozpustny v kyselych roztocich, a to ptfedev§im v kyseliné
chlorovodikové, kyselin¢ fosforecné a kyseliné mlééné [22]. Ve vodnych roztocich
je nerozpustny [21].

Chitin patii do skupiny pfirodnich biopolymerd, a 1ze ho v ptirod€ nalézt ve formé
cytoskeletu mekkysa, vodnich koryst, v bunéénych sténach hub a kvasinek, v zelenych
fasach a kutikulach hmyzu a pavoukovct [21]. Strukturou je chitin podobny celuléze, rozdil
je zfetelny pouze nauhliku C;, kde je u chitinu misto hydroxylové skupiny vazéana
acetamidova skupina, jak je patrné na Obr.l. Komeréné vyrabény chitosan ma nejvetsi
distribuci z Japonska, kde se ro¢n€ vyrobi vice nez 100 miliard tun chitosanu [22]. Mezi
nejpouzivanéjsi typ vyroby chitosanu patii tzv. tvrdy termochemicky postup. Nevyhodou
tohoto procesu je jeho ekologicky dopad na zivotni prostiedi, protoze pii ném vznikaji
neodbouratelné vedlej$i produkty. Chitosan Ize pftipravit také chemickou cestou,
a to deacetylaci chitinu za pouZiti alkalického roztoku, napt. hydroxidu sodného. Reakci 1ze
tidit tak, aby se dosahlo specifického stupné deacetylace, ktery urcuje vlastnosti konecného
produktu chitosanu. Jinym typem pfipravy chitosanu je enzymaticka deacetylace pomoci
enzymu chitindeacetylaza (Obr. 2) [22]. Stupeii deacetylace a obsah glukosaminovych

a acetylglukosaminovych skupin urcuje fyzikalné-chemické vlastnosti chitosanu [23].

CH,0H

CH,OH

OH

NHCOCH,

Chitin

Obrazek 1: Chemicka struktura chitinu a chitosanu [20].
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Obrazek 2: Katalytické ptisobeni chitindeacetylaz; chitin je deacetylovan enzymem
chitindeacetylaza za vzniku chitosanu a acetatu [22].

Komer¢né l1ze chitosan pripravovat v riznych formach, a to jako chitosanova vlakna,

¢astice, hydrogely, filmy a porézni materialy (Obr. 3).

Nanocastic Hydrogely

OH Chitosan
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Mi krosféry_

Porézni materialy

Obrazek 3: Ukazka riznych forem chitosanu [24].

Chitosanové Castice

Nanocastice se nejcastéji pripravuji iontovou interakci s tripolyfosfatem (TPP) nebo
siranem sodnym jako zesitujicim ¢inidlem [25]. Kladn€ nabité aminoskupiny chitosanu
se zesit'uji se zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami TPP za vzniku chitosanovych ¢éstic
(Obr. 4). Vyhodou nanocastic je jejich velky povrch a zaroven mald velikost partikuli.
Takovéto Castice lze vyuzit v systémech pro dodavani 1é¢iv nebo pro ¢isténi odpadnich vod
od tézkych kovi. Dalsi vyhodou je jejich antibakteridlni aktivita ptedevSim viici
grampozitivnim bakteriim. Aktivitu lze zvysit také navazanim iontl kovu (méd’, zelezo,
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stiibro) na castice. Velkym potencidlem je vazba stiibrnych iontl, kde ¢astice vykazovaly

siln¢ inhibi¢ni a baktericidni ucinky [26].
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Obrazek 4: Strukturni vzorec zesitovaného chitosanu pomoci tripolyfosfatu [27].

Chitosanova vlakna

Pro ptipravu vlaken se nejcastéji pouziva metoda zvlakiiovani v roztoku kyseliny
octové. Ke zvySeni pruznosti a odolnosti vldken lze pouzit metodu se zvlakiiovaci latkou
glycin chloridem [28]. VIdkna lze vyuZit pro své bakteriostatické t¢inky do obvazovych
materiald, pro tpravu zne€isténych vod k redukci azobarviv €1 patogennich bakterii (napf.

Escherichia coli).

Hydrogely

Hydrogely z chitosanu jsou tvofeny trojrozmérnou siti hydrofilnich polymert, které
jsou schopny bobtnat ve vodé. Hydrogely se diky zesitované struktuie nerozpadaji pti
bobtnani a udrzi si svou strukturu. Hydrofilita je dana pfitomnosti hydrofilnich skupin -NH>
a —OH. Polymerni fetézce jsou spole¢né propojené reverzibilnimi iontovymi nebo
vodikovymi vazbami nebo ireverzibilnimi kovalentnimi vazbami. Zesitovani chitosanu
se provadi pomoci roztoku s benzaldehydem, pouZitym jako hydrofobni zesit'ujici ¢inidlo.
Nevyhodou tohoto procesu je toxicita Cinidla, ktera pfi nedostatecném promyti miize
negativné pusobit na lidské zdravi [29]. Diky velkému obsahu vody a schopnosti bobtnani

ve vod¢, maji hydrogely velmi podobné vlastnosti jako lidské tkané a je zde umoznéna
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napiiklad snadné difaze zivin. Hydrogely se také pouzivaji pro vyrobu tzv. ,,scaffoldid®, které
slouzi jako matrice pro podporu riistu novych buné¢k a tkéani [23].
Materialy na bazi hydrogelu jsou vhodné pro systémy dodavani 1éCiv, v tkanovém

inzenyrstvi nebo jako obvazovy materidl diky svym antibakterialnim vlastnostem [22, 29].

Filmy

Cisté chitosanové filmy lze ziskat rozpusténim chitosanu ve vhodném rozpoustédle
s pouzitim zmeékcovadla, které slouzi k lepsi mechanické odolnosti. Jako rozpoustédlo
se nejCastéji vyuzivd mirné okyselend voda, pfipadné kyselina mravenc¢i, mlé€na, octova
nebo propionova, kterd s chitosanem vytvofi roztok, ktery se rozlije na rovny povrch
a rozpousteédlo se postupné odpaii za vzniku filmové matrice [22, 31].

Chitosanové filmy jsou vyuzitelné ve zdravotnictvi diky svym vlastnostem vytvaret
ochranny film na pokozce pro oSetfeni popalenin nebo jinych koznich poranéni. Oproti
jinym materidlim maji lepsi elasti¢nost, jsou biodegradabilni a antimikrobialni vici
nékterym bakteriim a plisnim [24]. Potencial pro vyuziti téchto filmi je také v potravinarstvi,
kde se film pouzije jako obal pro potraviny [31, 32]. Takto vytvofené chitosanové filmy
mohou byt citlivéjsi na kontakt s vodou ¢i se mohou ve vodnych roztocich rozpoustét, proto
je nutné je zesit'ovat s Cinidly jako je glutaraldehyd, formaldehyd ¢i genipin. Tim se zabrani

moznému rozpusténi obalového materialu z chitosanového filmu [32].

Porézni materialy

Nejvetsi prednosti poréznich materidlli z chitosanu jsou oteviené pory s vysokou
propustnosti, které mohou nasavat velké mnozstvi tekutin prospé€Snych pro proliferaci
a bunécny rist v tkanovém inZenyrstvi. Maji také vysoké bobtnajici schopnosti a dobrou
antibakteridlni aktivitu. Vyroba poréznich materidli spocivd v procesu lyofilizace
s pouzitim pénotvornych cinidel. Roztok se zmrazi a dojde k odpafeni rozpoustédla
za snizeného tlaku a tim k tvorbé chitosanu s poéry. Pro zvyseni antibakterialni schopnosti
se k chitosanu mohou pfidat nanocastice stfibra. Tento kompozit ma slibné vlastnosti

pro pouZiti v obvazovém materialu [23].

1.2.2 Vlastnosti chitosanu
Chitosan je vynikajici koagula¢ni cinidlo diky vysoké hustoté aminoskupin
na polymernim fetézci [34]. Mezi dalsi Zadouci vlastnosti patii biologickd odbouratelnost,

biokompatibilita, snadna modifikace, vysoké adsorp¢ni kapacita a vysoka uroven poréznosti
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[33]. Déale mé antioxidac¢ni, antifungicidni a antibakterialni G¢inky proti Sirokému spektru
mikroorganism@ [19, 34]. Zadouci vlastnosti chitosanu jsou velice rozsahlé a sviij podil
na tom ma predevsim volnd aminova skupina na B-uhliku [20, 33].

Chitosan lze formulovat do mikrocastic az po nanocastice, ptipadné mikrovlakna
az nanovldkna. Cim mensi je primér &astic, tim vétdi je aktivni povrch. Vysoka mira
adsorpce na Castice je dana velikosti ¢astic [24]. Pro lepsi Uc¢innost adsorpce lze vyuzit
kombinace chitosanu s kovy, jako je stfibro, kiemik, zinek, oxid zinecnaty ¢i oxid titanicity
[21]. Mezi limitujici faktory lze zafadit predev§im Spatnou rozpustnost ve vodé (pouze
nabobtnd) a ve vétsSiné organickych rozpoustédel. Pro zlepSeni rozpustnosti lze chitosan
chemicky modifikovat na 1épe rozpustné derivaty, a to pfedev§im zavedenim sacharidovych
jednotek. K derivatizaci se vyuziva procesu zesiténi pomoci specialnich sitovacich ¢inidel.

Nejpouzivangj$im ¢inidlem jsou tripolyfosfaty [23].

1.2.3 Stabilita chitosanu

Chitosan je velmi citlivy na podminky skladovani, proto se ho doporuc¢uje uchovavat
v uzavienych nadobach pii nizkych teplotach mezi 2 az 8 °C. Spatna stabilita a nasledna
degradace omezuje jeho SirSi vyuziti ve farmacii. Stabilitu ovliviiuji jak vnitini, tak vnéjsi
faktory. Jednim z vnitinich faktort je stupen Cistoty. Ziskavani chitosanu z riznych zdroju
vede k velkym rozdillim v kvalitg a Cistoté. Chitosan miiZe obsahovat nékteré necistoty, jako
jsou proteiny, té¢zké kovy, endotoxiny nebo mikroorganismy. Tyto necistoty chitosanu
mohou zptsobovat problémy pfi piipraveé systémil pro cilené doru¢ovani 1é¢iv. Kontaminace
mikroorganismy zase muZe uspisit degradaci chitosanu enzymatickou hydrolyzou [36].

Dalsi faktor, ktery ovliviiuje stabilitu chitosanu je molekulova hmotnost. Rozdilna
molekulova hmotnost je zptisobena rozdily ve zpiisobu ziskani chitosanu a jeho ptiprave.
Molekulova hmotnost komeréné dodavaného chitosanu se pohybuje v Sirokém rozmezi 10-
100 000 kDa. Chitosan s vys§i molekulovou hmotnosti je povaZzovan za stabilngjsi [36].

Stupenn  deacetylace uddavda pomér glukosaminovych  skupin k  N-
acetylglukosaminovym skupindm. Hodnoty stupné deacetylace se pohybuji mezi 70 % az 95
a pomalejsi degradaci. Zaroven také pomalejsi rychlost kyselé hydrolyzy béhem skladovani.
Diivodem je pravdépodobné méné porézni struktura a nizs$i schopnost vdzat vodu, coz

omezuje rychlost degradacniho procesu v kyselém prostiedi [36].
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K vnéj$im faktoram se fadi predevsim stupent vlhkosti vzduchu a teplota okoli.
Dlouhodobé skladovani pti vysoké relativni vlhkosti mtize urychlovat hydrolyzu nebo

zmeénit fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti chitosanu [36].

1.2.4 Vyuziti chitosanu

Chitosan mé velky potencial k vyuziti v Sirokém rozsahu naptic¢ odvétvimi diky svym
jedine¢nym vlastnostem jako je biodegradabilita, biokompatibilita, antimikrobialni G¢inky
a schopnost podporovat rast bunc¢k. K témto odveétvim patii zdravotnictvi, bunécné
a tkédnové inzenyrstvi, potravinafstvi, zemé&d¢lstvi, textilni a papirensky prumysl [26].

Nejvetsim potencidlem chitosanu je jeho pouziti v systémech cileného dorucovani
1é¢iv na konkrétni misto v téle. Zakladnim rozdilem mezi standardnim podavanim 1ékti a tzv.
»drug delivery” systémem (DDS) je to, ze DDS umoziuje cilené dorucovani léku
na konkrétni misto a kontrolované uvoliovani 1éku, ¢imz mtize zlepsit jeho u€innost a snizit
vedlejsi U€inky [26]. Nejcastéjsi formy chitosanu k vyuziti v DDS jsou mikrocastice,
nanovlakna nebo hydrogely [23].

Chitosan je uZite¢ny pro ptipravu zdravotnickych pomiicek, a to k pouZiti v obvazech
a obinadlech jako antibakteridlni ¢inidlo, které sniZuje riziko vzniku infekei [21]. Pfi hojeni
ran se chitosan pouZziva nejcastéji ve formé hydrogelu. Byly studovany potencialni u¢inky
pii 1€Ebe popalenin. Obvaz ve formé hydrogelu podporuje proces hojeni tim, ze poskytuje
vlhké prostiedi v oblasti rany a napomaha tak proliferaci bun€k a naslednému hojeni. Bylo
prokdzano, Ze obvazovy materidl ma pozitivni vliv na angiogenezi, tedy obnovu
poskozenych krevnich cév a tim se zlepSuje pritok krve do mista popaleni [24]. Pouziti
chitosanu pfi hojeni popdlenin vykazuje slibné vysledky, avSak k lepSimu pochopeni
konkrétnich principil je zapotiebi dal§i vyzkum v této oblasti.

V nedavnych studiich byly testovany ocni kapky s obsahem chitosan-N-
acetylcysteinu pro pacienty trpici syndromem suchého oka. Z vyzkumu vyplynulo,
ze pouziti téchto kapek u pacientli se syndromem, vyrazné zvysilo tvorbu slzného filmu
a tim byl limitovan o¢ni diskomfort ¢i zarudnuti spojivek nebo poskozeni rohovky [37].

Dal$im slibnym odvétvim je vyuziti chitosanu ve formé €astic ve vakcinach. Lze
ho pouzit bud’ jako adjuvans za ucelem posileni imunitni reakce organismu nebo jako
transportni systém, ktery pomaha zacilit vakcinu na pfislusné bunky v téle. Napiiklad
nanocastice chitosanu mohou byt pouzity k zapouzdieni vakcinaCnich antigent

atimik jejich ochran¢ pred degradaci [38]. Vyhodou pouziti chitosanovych nano- a
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mikrocastic jako nosicu léCiva je jejich snadnd degradovatelnost lysozymem na netoxickou
latku a pomalé uvoliiovani 1éCiva. Nevyhodou chitosanu je jeho omezend rozpustnost.
Chitosan se rozpousti pii hodnotach pH pod 6,5. Modifikaci chitosanu lze docilit zvétSeni
rozsahu rozpustnosti [39].

V tkanovém inzenyrstvi se chitosan pouziva k vyrobé ,scaffoldi®, tedy nosnych
materiald pro podporu rustu bunék a novych tkéni. Nejcastéji se pouzivaji filmy, vldkna
a predevsim hydrogely. V nedavné studii se testoval u¢inek nanokompozitl s chitosanem
na obnovu poskozenych tkani, chrupavek ¢i kosti. Slibnym nanokompozitem pro kostni
inzenyrstvi mize byt smés chitosanu, alginatu a oxidu kfemicitého. Nanocastice oxidu
kfemicitého zvySuji zivotaschopnost bunék, a to o vice nez polovinu. Alginat snizuje riziko
bakteridlni infekce. Jako dal§i nanokompozity lze pouzit chitosan s nano¢ésticemi oxidu
zirkonicitého, hydroxyapatit s oxidem kfemicitym, nanoc¢éstice méedi, stiibra a dalsi [23].

Potencialnim ptredpokladem pro vyuziti ¢astic z chitosanu je ropny a automobilovy
pramysl, kde je potieba vyvinout lepsi ochranu oceli proti korozi. V dne$ni dobé¢ se k inhibici
koroze pouzivaji toxické dusi¢nany nebo dichromany. Proto se hledaji vhodné&jsi materialy,
které nebudou toxické a budou levngjsi variantou. Jednou z variant je moZnost pievedeni
chitosanu na aniontovy polymerni surfaktant se zvySenou rozpustnosti, aby se 1épe vyuZzily
jeho vlastnosti. Chitosanovy surfaktant byl pouzit ve spojeni s nanocCésticemi stiibra

pro lepsi stabilitu [40].

1.3 Oxid kiemicity
1.3.1 Struktura a priprava vlaken/¢astic oxidu kiemicitého

Oxid kiemicity je jednou z nejrozsifenéjSich anorganickych slozek na Zemi. SiO2
se vyskytuje ve 22 riznych formach a modifikacich, které se od sebe 1i$i svymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi. Jednotlivé faze se od sebe odlisuji prostorovym uspotfadanim tzv.
tetraedr Si04 s proménlivymi thly vazby Si—O-Si a vzdalenosti vazeb Si—O. Tyto tetraedry
jsou spojeny pomoci kyslikovych atomtl, coz vytvaii sitovou strukturu oxidu kiemicitého.
Tato struktura dava oxidu kiemicitému jeho jedine¢né vlastnosti, jako je vysoka tepelna
stabilita a mechanické pevnost [41].

Jednou z forem je krystalicky oxid kfemicity, znamy téz jako kiemen. Je nejbézné;si
a nejstabilngjsi modifikaci SiO». Je bezbarvy s vysokou tvrdosti a pevnosti. Krystalicky SiO»
se vyskytuje v ptirodé jako kfemen, kfist'’dl, ametyst nebo opal [41].
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Amorfni Si0; nema4 krystalickou strukturu a je tvofen ndhodnym uspotadanim atomu
kfemiku a kysliku. Jeho vlastnosti se 1i§i v zavislosti na zptsobu piipravy [42].

Mezoporézni SiO> castice, které 1ze vidét na Obr. 5, maji vnitini porézni strukturu
s primérnou velikosti pérlt v rozmezi 2-50 nm [43]. Tento materidl se vyrabi pomoci
specialnich sol-gel syntetickych metod a je vhodny ptfedev§im pro aplikace v oblasti
biomediciny, a to jako nosi¢ pro ruzna terapeutickd Cinidla. Sol-gel metoda vyuziva
organosilanové prekurzory (napfiklad tetraethoxysilan), které pomoci hydrolyzy
a kondenzaénich reakci vedou ke vzniku nové faze (sol). Tato smés se poté necha reagovat,
dokud nedojde k vytvofeni gelovité struktury (gel). Vyhodou této metody je prace
pii nizkych teplotach (0—40 °C), kterd je vhodna napft. pro proteiny [42].

Obrazek 5: TEM snimky mezoporéznich nanocastic s riznym priamérem (150, 50, 50 nm)
a porozitou [43].

Nanovlékna oxidu kfemicitého maji velkou povrchovou plochu a vysokou poréznost.
Syntetizuji se nejéastéji pomoci metody elektrospinningu. Tato technika umoziuje premeénit
roztok nebo taveninu polymeru na vldkna s primérem v fadu nanometrii. Pro pfipravu
nanovldken SiO; se nejprve piipravi roztok obsahujici silikdtovy polymer, napiiklad
polyethylsilikat, a organické rozpoustédlo (aceton nebo ethanol). Do roztoku se poté ptidaji
dalsi latky, které mohou ovlivnit vlastnosti vladken, jako jsou napfiiklad tenzidy nebo
rozpoustédla. Nasledné se vytvofi elektrostatické pole mezi dvéma elektrodami. Toto pole
zpiisobi vznik potencidlového rozdilu mezi elektrodami a roztok je vytlacen z injekéni
stiikacky v podobé kapky. Z té je vysokou rychlosti vytahovano vlakno, které nésledné
tuhne. V pribéhu tohoto procesu dochdzi k vypatovani rozpoustédla [44]. Vysledna
nanovldkna SiO> maji vynikajici mechanické a chemické vlastnosti, coz z nich déla vhodny

material pro mnoho aplikaci, véetné biomediciny, filtrace a vyroby kompoziti [45].
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1.3.2 Vlastnosti materiali z oxidu kiemicitého

Struktura oxidu ktemicitého je velmi stabilni a vykazuje vysokou tepelnou
a chemickou odolnost. Tato odolnost je diilezita pro jeho vyuziti v mnoha aplikacich, jako
je keramika, sklo, elektronika [41]. SiO, ma nizkou elektrickou a tepelnou vodivost, coz
zn¢j déla dobry izolant. Vzhledem k tomu, Ze SiO> je biokompatibilni, chemicky inertni
a netoxicky, je vyuzitelny pro ucely tkanového inzenyrstvi (pfedev§im pro implantaty),
pro biosenzory, materialy k hojeni ran a aplikace pro podavani 1éCiv [45]. Dalsi nezbytnou
vlastnosti je jeho vysoka tvrdost a odolnost proti opotfebeni. SiO> materidly maji Siroké
moznosti v zavedeni funkénich skupin, velkou specifickou plochu, ktera obsahuje vysokou
koncentraci aktivnich mist. To umoziiuje snadnou interakci s molekulami a ionty [46].

Vldkna vytvofena elektrospinningem maji propojenou trojrozmérnou strukturu
s jemnymi poéry na povrchu vlaken a vyssi pomér povrchu k objemu [45]. V jedné z praci
se autofi zaméfili na vyrobu a testovani membran z nanovldken oxidu kiemicitého
pro detekci proteinu hovéziho sérového albuminu. Membrany byly vyrobeny pomoci
elektrospinningu a dale modifikovany funkénimi skupinami pro navazani specifickych
protilatek. Vysledky ukézaly velmi dobrou citlivost a selektivitu pii detekci hovéziho
sérového albuminu. Tato metoda byla schopna detekovat cilovy protein v koncentracich
az do 0,19 ng/ml. Nanovlakenné membrany maji potencial pro vyuZiti v citlivé a selektivni
detekci proteinti, coZ miiZze byt uZitecné v riznych oblastech, jako je napiiklad medicina
nebo potravinaisky pramysl [47].

Mezoporézni Castice oxidu kiemicitého jsou slibnym nosnym systémem
pro dodavani 1é¢iv z divodu snadné modifikace velikosti a tvaru castic, velkému objemu
poértt a povrchové ploSe, kterda umoziiuje vazbu vysSich davek léciva [48]. Konkrétni
adsorp¢ni mista se nachazi na povrchu SiO2, a to jako silanolové funkéni skupiny (= Si—
OH). Povrch oxidu kiemicitého pti pH 2-3, €isté bez vazeb funkénich skupin, je zdporné
nabity. Z tohoto divodu je vhodnéd adsorpce kladné nabitych adsorbentd, ptipadné lze
na povrch SiOz zavést funkéni skupiny (naptiklad slabé kyseliny nebo zésady) a dosahnout
tim vétsi moZnosti rozsahu adsorpce a dalSich specifickych interakci mezi c¢ésticemi
a adsorbenty [42]. Mezoporézni Castice oxidu kiemicit¢tho maji mnoho slibnych vyuZiti
predeviim v systémech pro dodavani 1é&iv. Castice jsou schopné nést velké mnozstvi $patné
rozpustnych 1éCiv a aktivné se transportovat na cilovd mista plisobeni 1ékti a zvysit
tak terapeutickou ucinnost. Mezoporézni ¢astice oxidu kiemicitého byly pouzity jako nosice

1éCiv pro terapii rakoviny, nosi¢e pro pienos antibiotik k prevenci vzniku zénétu

27



pti operacich kycelnich a kloubnich ndhrad [42], dale jako zobrazovaci Cinidla pfedevs§im
pro diagnostiku rakoviny pomoci magnetické rezonance [11].

I ptesto, ze SiO> materidly jsou pomérné stabilni a maji vynikajici vlastnosti, existuji
1 n¢které nedostatky, které je potfeba zminit. Biokompatibilita oxidu kiemicitého je stale
pfedmétem sport. Pfi dlouhodobé inhalaci nebo vdechnuti ¢astic SiO> mohou zpusobit
respiracni problémy. Nicméné, to se obvykle vztahuje pouze na vysoké koncentrace ¢astic
Si0,. Také proces vyroby pomoci elektrospinningu muze byt v nékterych piipadech
nakladny a neefektivni [45]. Je diilezité brat v iivahu tyto nedostatky pti vybéru a vyuziti

Si0, materialt v riznych aplikacich.

1.3.3 Kompozity s oxidem kiemicitym

SiO, materialy se velmi Casto pouzivaji jako pomocny material v kompozitech.
Kompozity mohou kombinovat vlastnosti riiznych materiald, a tak vytvaiet nové, synergické
vlastnosti, které nelze dosdhnout pouze jednim materidlem. Napiiklad kombinace SiO>
a chitosanu muze vést ke zlepSeni mechanickych vlastnosti, biokompatibility a stability
materidlu [49]. Celkové tedy vyuziti kompozitd mize zvysit vyuziti nanomateriali v praxi.

ProtoZze kompozity s oxidem kifemicitym mohou =zleps$it fyzikalni vlastnosti
material, jako mechanické a tepelné, pfitahuji velky zajem v mnoha primyslovych
1 biomedicinskych odvétvich. Diky své tvrdosti se mnoho krystalickych forem oxidu
kifemicitého pouziva k vyrobé kompoziti s polymernimi materidly, a to jako stavebni
material, fezné nastroje, dale také v oblasti stomatologie. Pfikladem je SiO2 v kompozitu
s chitosanem pro pouziti v zubnich implantitech. V tomto piipadé je dulezité pouzit
material, ktery je pevny a odolny vi¢i mechanickému a chemickému pisobeni, coz komplex
Si0y/chitosan splnuje [50].

Moznym vyuZitim kompozitu s SiO2 je voblasti ortopedickych kovovych
implantatti. Zde byly pouzity dva typy kompozitii jako povlak na kovové implantaty z titanu
a nerezové oceli. Titanové implantaty byly potaZeny sklenénymi céasticemi, které byly
aplikovany nastfikem, na néz byla nanesena vrstva chitosanu, zelatiny a nanoc¢astic oxidu
kiemicitého. Na SiO2 nanocastice bylo iontovou vazbou navazano antibiotikum gentamicin.
Implantaty z nerezové oceli byly potazeny vrstvou nanocdstic chitosanu, Zelatiny a SiO»
s navazanym gentamicinem. Kombinaci chitosanu a zelatiny 1ze zlepSit adhezi a proliferaci
bunék, zatimco pfidanim SiO> nanocastic lze zvysit odolnost proti opotiebeni. Chitosan

vykazuje antibakterialni vlastnosti z divodu kladné nabitych aminoskupin v jeho struktuie,
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které interaguji s negativn¢ nabitou bunécnou sténou bakterii. Jeho antibakterialni ucinek
je zesilen kombinaci dalSich antibakteridlnich molekul, jako jsou antibiotika. V tomto
experimentu bylo pouzito antibiotikum gentamicin, které slouzi k zabranéni infekci v misté
implantatu. Sklenéné castice podporuji osteointegraci a rast kosti kolem implantatu.
Potazeni implantatti kompozitem zvysilo mechanické vlastnosti jako je tvrdost a pruznost,
coz naznacuje, ze by povlaky mohly byt ucinnym zpisobem ochrany proti korozi
a opotiebeni ortopedickych implantati. Antibiotikum gentamicin spolecné s chitosanem
zajistili ochranu pied rozvojem bakteridlnich infekci. Nanokompozit je biokompatibilni,
biodegradabilni a podporuje osteointegraci [48].

V jiné praci byl pro prevenci infekce chronickych koznich ran pouzit kompozitni
hydrogel s nanocasticemi SiOz a kolagenem typu I spole¢né s nalozenym antibiotikem
gentamicinem. Experimentalné bylo zkouméno, jak rlzné koncentrace SiOz ovliviiuji
vlastnosti hydrogelu, jako je pevnost, pruznost a rychlost uvolfiovani antibiotika. Byla
provedena také in vitro studie, ktera testovala antimikrobidlni Gc¢innost hydrogelu proti
kmentm bakterii Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa béhem 7 dni. Vysledky
ukézaly, Ze hydrogely s vyssi koncentraci Si02 mély lepsi mechanické vlastnosti a pomalejsi
uvoliiovani gentamicinu. Tyto hydrogely také prokézaly vétsi antibakteridlni G¢innost nez
hydrogely s nizsi koncentraci SiO». Z téchto vysledki 1ze usuzovat, ze kompozitni hydrogely
s SiO2 nanocasticemi a kolagenem typu I maji potencial pro novy obvazovy material
k prevenci infekei ran [51].

Kompozity s SiO> materidly l1ze pouzit také v cileném dorucovani 1é¢iv. Vhodnym
kompozitem by mohl byt nosi¢ z chitosanu a SiO». Tento kompozit vytvaii meziprostorové
kanalky s velikosti v fadu nanometri a umoziuji tak vazbu a transport 1é¢iva. Kompozit
chrani a uvoliiuje 1éCivo postupné, coz vede k lepsi ucinnosti 1écby. Kromé toho lze tento
kompozit snadno modifikovat, aby splioval specifické pozadavky 1€cby [49].

Dalsim ptikladem je nanokompozit ¢astic Si0; s Fe3O4 pro cilenou 1é¢bu rakoviny
prsu, na které byly navazany proteazy izolované z Cladosporium tenellum. Nanokompozit
byl nasledné¢ obohacen chemoterapeutikem doxorubicinem. Proteazy jsou schopné cilit
na specifické proteiny na povrchu rakovinnych bunék a vyvolat jejich rozklad, ¢imz
umoziuji u¢inngjsi vstiebavani 1é¢iv do nadoru. Pouziti protedz je omezeno z divodu jejich
nizké stability a vyssi citlivosti na zmény teploty a pH. K prodlouzeni polo¢asu proteaz byla
pouzita imobilizace magneticky potazenymi nanocdsticemi oxidu kiemicitého.
Nanokompozitni ¢astice navic umoznuji magnetické zachytavani a usmérnovani 1é¢iv pfimo

do nadoru. Vysledky ukazaly, ze takto modifikované nanokompozitni ¢astice byly ucinnéjsi
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v eliminaci bun€k rakoviny prsu v in vitro testech nez pouziti €istého doxorubicinu a zaroven
byly méné toxické pro normalni buiiky. Také uvoliiovani doxorubicinu z nanokompozitu
bylo nejintenzivnéjsi v prvnich 12 hodinach. Celkové se z nanokompozitu uvolnilo béhem
6 dnl pfiblizn¢ 76 % léCiva. Vysledky naznacuji, Ze nanokompozit mlze byt efektivni
pro cilenou terapii rakoviny prsu a ma potencial pro budouci klinické vyuziti [52].

Déle lze zminit odlisn¢ modifikovany nanokompozit pro ucely terapie rakoviny.
Nanokompozit byl tvofen mezoporéznimi nanoc¢asticemi SiO-, na které byla funk¢éné vazana
kyselina hyaluronova. Tyto nanocastice byly nasledn¢ nalozeny fotosenzitivnim lécivem
pro ucely terapie. Kyselina hyaluronova byla zvolena, protoze mnoho typt rakovinnych
bun¢k vykazuje zvySenou expresi receptoru CD44, ktery se na tuto kyselinu vaze. Tento jev
lze vyuzit pro cileni 1é¢iva na rakovinné buiiky s vysokou expresi CD44, coz miiZze zvysit
ucinnost 1é€by a zaroven sniZit toxicitu pro zdravé bunky. Byl prokdzan vysoky ucinek
nanokompozitu na fotodynamickou terapii kolorektalnich rakovinnych bunék, ktera
zahrnovala expozici svétlu pro aktivaci fotosenzitivniho 1é¢iva vazaného na nanokompozitu
a naslednou reakci s kyslikem, coz vedlo k poskozeni rakovinnych buné€k a inhibici jejich
rustu [53].

DalSim slibnym nanokompozitem je pouziti biopolymerid oxidu kfemicitého
s alginatem. Alginat je hydrofilni polysacharid, ktery méa schopnost tvofit gelové matrice,
coz je uzite¢né napiiklad pro formulaci 1é¢iv [8]. Spolecné s oxidem kiemicitym nesou
negativni naboj v neutrdlnim pH. Jsou spolu vzijemné propojeny slabymi vodikovymi
vazbami. Vyhodou tohoto spojeni je, ze mohou byt vzajemné modifikovany do rtiznych
forem, aniz by doSlo k nezadouci precipitaci nebo fazové separaci. Tento nanokompozit byl
zkouman pro vyuziti jako enzymatické biokatalyzatory, bunééné bioreaktory, implantaty
a vneposledni fad¢ také jako nosiCové systémy léciv. Konkrétnim piikladem pouziti
kompozitu je pro implantaci Langerhansovych ostrvki. Tyto ostrivky jsou shluky
specializovanych buné€k v pankreatu, které produkuji inzulin, a jsou zodpovédné
za udrzovani stabilni hladiny glukézy v krvi. Pro pacienty s diabetes mellitus typu 1, kteti
maji tyto buniky nefunkéni, miize byt implantace Langerhansovych ostriivkl v alginatovych
kuli¢kéach, které jsou obalené oxidem kiemicitym, vhodnou lé¢ebnou metodou. Tento
kompozit pomahé chranit zapouzdiené buiiky ptred utokem imunitniho systému, ktery je
u pacientil s diabetes mellitus typu I nadmérné aktivni. Zaroven umoziuje difuzi malych

molekul (glukdza, inzulin, kyslik), coz pomaha udrzet funkénost implantovanych bunék [7].
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1.4 Kompozit chitosanu, kyseliny hyaluronové a oxidu kfemicitého

Spojeni chitosanu, kyseliny hyaluronové a oxidu kiemicit¢ho do kompozitu umoziuje
vyuziti jejich jedinecnych vlastnosti k dosazeni specifickych aplikaci. Chitosan ma
vynikajici biokompatibilitu a biodegradabilitu, je Setrny k tkdnim a miZze byt snadno
metabolizovan v téle [26]. Kyselina hyaluronova ma schopnost vazat velké mnozstvi vody,
coz ji ¢ini vhodnou pro zlepSeni hydratace tkani a zlepSeni procesu hojeni ran [54, 55]. Oxid
kiemicity ma dobré mechanické vlastnosti, ma velkou povrchovou oblast a vynikajici
adsorpéni vlastnosti, které umoznuji vyuzit jeho schopnosti vazat a uvoliiovat latky [52, 58].
Vysledny nanokompozit mtize mit synergicky efekt vlastnosti jednotlivych komponentt, coz
muze vést ke zlepsené biokompatibilité, vodéodolnosti a mechanické pevnosti.

V soucasné dob¢ nejsou zaddné konkrétni studie, které by se vénovaly specifické
kombinaci vSech tii materiald, tedy kompozitu z chitosanovych ¢astic, kyseliny hyaluronové
a vldken oxidu kfemicitého. Nicméné existuje fada studii, které se zabyvaji kombinaci
nékterych téchto materialt v riznych aplikacich. Je moZzné usuzovat, Ze tyto biomaterily
mohou vytvofit novy kompozit s vyhodami vS§ech zminénych slozek. Vysledkem by mohly
byt nové biomateridly pro rizné aplikace v biomedicing.

Kombinace téchto tii materiali mize byt vyuzita pro mnoho aplikaci, jako jsou
napiiklad lékové nosice, implantaty, obvazovy material a dalsi [51, 57]. V oblasti mediciny
muze byt tento kompozit vyuZit naptiklad k podpote hojeni ran nebo ke zlepSeni regenerace
kosti a tkani. V kosmetice muize byt vyuzit ke zlepseni hydratace pokozky a k dosazeni
zlepSeni textury kosmetickych produktt [23].

Chitosanové nanocastice potazené kyselinou hyaluronovou méni svlij povrchovy
naboj z pozitivniho na negativni. Diky tomuto jevu mohou interagovat s pozitivné nabitymi
buiikami, jako jsou naptiklad nddorové buiiky, které maji na svém povrchu mnoho receptorti
pro kyselinu hyaluronovou. Tyto interakce mohou zvysit cileni nanokompozitu na rakovinné
buiiky, a tim sniZzit jeho toxicitu na zdravé buiiky. Kromé toho negativni povrchovy naboj
muze také prispét k vetsi stabilité kompozitu a jeho dlouhodobéjsimu uvoliiovani 1é€iv.
Makrofagy vychytavaji nanoc¢astice potazené HA nizsi rychlosti nez Castice bez HA. Tim
je dosazeno prodlouzeni cirkula¢niho ¢asu 1é¢iv v organismu. Umoziiuje to lepsi uc€innost
terapie, protoZze vétsi ¢ast 1éCiva dosdhne svého cile a také se snizuje potfeba opakované
aplikace 1éciva. To mize snizit ndklady na 1écbu a zlepsit pohodli pacienta [33].

Pti vytvareni kompozitu vS§ak mohou nastat nékteré piekazky, které by mohly ovlivnit

vysledné vlastnosti kompozitu. Mohlo by dojit ke snizeni biologické aktivity jednotlivych
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materiali nebo k nepfiméfené tvrdosti nebo naopak kiehkosti kompozitu [33]. Kromé toho
muze byt také ndro¢né optimalizovat pomér jednotlivych slozek, aby se dosahlo
pozadovanych vlastnosti, jako je naptiklad stabilita, biodegradabilita nebo Iékova ucinnost.
Je dilezité provést diikkladnou charakterizaci kompozitu, aby se zjistily ptipadné problémy

a zajistila se jeho optimalni funkce v daném prostiedi.

1.5 Oblasti vyuziti nosi¢ovych systémii

Nosicové systémy jsou materialy, které slouzi k pienosu, ukladani a dodavani riiznych
latek jako jsou léciva, proteiny, DNA a dalsi biologicky aktivni latky. Tyto systémy maji
vyuziti v mnoha oblastech, véetné¢ biomedicinskych aplikaci (v oblastech pro hojeni ran,
v cileném dodavani 1é¢iv, pro regeneraci tkani, pro zvySeni ucink vakcinace atd.),
kosmetiky (napft. pouziti liposomu ke zvySeni Ui€innosti kosmetickych produkti, jako jsou
krémy, séra apod.) a potravinatského primyslu (napt. pro prodlouZeni trvanlivosti potravin).

V nésledujicich podkapitolach jsou zminéné nékteré z oblasti vyuziti nosi¢ovych systému.

1.5.1 Cilené dorucovani léciv

Nosicoveé systémy 1éCiv slouzi k cilené a kontrolované distribuci lécive latky
v organismu [58]. Standardni podavéani 1€k zahrnuje predevSim perordlni, intraven6zni,
intramuskularni a subkutanni cestu podani. Lécivo je podavano v urcité davce a je z téla
vylouceno ptirozenou cestou. Oproti tomu nosi¢oveé systémy maji umoznit cilené doruceni
léku na urcité misto v téle a tim maximalizovat jeho UCinnost, zvysit stabilitu léciva
v organismu a zvySit biologickou dostupnost 1é¢iva, coz mize vést k menSim podavanym
davkam a lepSimu terapeutickému tc¢inku. Dochazi tak k postupnému kontrolovatelnému
uvoliovani a minimalizuji se negativni vedlej$i ucinky. Nosice lze vyuzit k uvolhovani
1é¢iva na povrchu klize, sliznicich nebo v riznych tkénich a orgénech [26].

Mimo léciva se mohou vazat také dal§i bioaktivni latky, jako jsou proteiny,
protilatky, ristové faktory, antigeny ¢i adjuvans ve vakcinach. V DDS se pouzivaji jako
nosi¢e materialy ve formeé ptirodnich nebo syntetickych mikro nebo nano¢éstic, mikro nebo
nanovlaken, hydrogeli, liposomd, lipoproteinti, micel nebo rozpustnych polymert [26].
Vhodna volba nosice zavisi pfedevSim na typu latky, kterou ponese, na ¢asovém intervalu
degradovatelnosti nosice, citlivosti viici zménam pH a teploty [59]. Optimalni velikost ¢astic
pro systémy podéavani 1€kt je v rozmezi 100—200 nm. Obecné plati, Ze ¢im mensi je velikost

¢astic, tim rychlejsi je rozpustnost a vyssi biologicka dostupnost 1éCiva [54].
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Dulezitym faktorem je téZ enzymatickd aktivita v téle. Ta mize zplsobit degradaci
nosice, predasné vyvazani 1éCiva z nosice nebo zménu struktury ¢i vlastnosti nosi¢e nebo
samotného 1é¢iva. Enzymy mohou katalyzovat urcité chemické reakce, které mohou vést
k modifikaci struktury lé¢iva nebo zméné€ jeho farmakokinetickych vlastnosti. Konkrétni
enzym, ktery je zodpoveédny za degradaci chitosanovych nosict je lysozym. Lysozymy jsou
enzymy, které §tépi vazby mezi N-acetylmuramovymi kyselinami v peptidoglykanovych
sténach bakterii. Tyto enzymy jsou pfitomny na sliznicich, ve slindch a slzach a slouzi jako
pfirozend obrana proti infekcim. Chitosan méa podobnou strukturu jako peptidoglykan,
a proto mohou lysozymy také katalyzovat jeho degradaci na mensi molekuly, coz muze
ovlivnit jeho fyzikalni a chemické vlastnosti. Rychlost degradace je téz zavisla na stupni
acetylace. Je znamo, Ze chitosan s nizkym stupném acetylace ma tendenci byt rychleji
degradovéan [60].

Nosi¢e z chitosanu maji diky aminoskupindm kationtovou povahu, a tak na sebe
mohou vazat pomoci elektrostatickych interakci proteiny a léCiva, které maji aniontovy
naboj. Kladné nabity povrch chitosanu téz podporuje mukoadhezivitu ke slizni¢nim tkanim
a tim umoziuje lepsi adsorpci nosic¢e na konkrétni misto podani [60]. Kationtovy charakter
¢ini chitosan antibakteridlnim polymerem. Chitosan mé vysoky obsah aminoskupin, které
jsou schopné se vazat na negativné nabité bakterialni povrchy, jako jsou lipopolysacharidy
a kyselina teichoova, coZ zplsobuje poruseni integrity bakterialnich bun¢k a inhibuje jejich
rust. Tento mechanismus je zv1asté i€inny proti gramnegativnim bakteriim, které maji vnéjsi
membranu bohatou na lipopolysacharidy [61].

Dalsi dulezitou vlastnosti nosi¢li, kterou musi spliiovat je jejich biodegradace.
Chitosan se nevyskytuje pfirozené v lidském téle, ale piesto mize byt degradovan in vivo
nékolika protedzami a to lysozymem, papainem nebo pepsinem. Biodegradace pomoci
téchto protedz vede k uvolnéni netoxickych oligosacharidli rizné délky, které mohou byt
nasledn¢ inkorporovany do glykosaminoglykant, glykoproteinti, do metabolickych drah
nebo mohou byt vyluCovany ven z téla [62].

Uvolnovani 1é¢iva z nosicii je ovlivnéno zménou pH nebo povrchovym nabojem
biopolymeri. Jako ptiklad Ize uvést kompozit nanoc¢astic chitosanu a kyseliny hyaluronové.
Na nanocastice CS:TPP/HA byla navazana 1é¢iva latka raloxifen, a to vazbou vytvofenou
mezi karboxylovou skupinou HA a amidovou skupinou CS. Raloxifen cilil na rakovinné
bunky plic A549. Uvolilovani 1é€iva z tohoto kompozitu bylo rychlejsi pfi nizkém pH nez
pfi fyziologickém pH téla z divodu hydrolyzy struktury chitosanu na monomery [63].

33



Aminova skupina chitosanu bobtna v diisledku protonace a umoziuje tak vyvazani uc¢inné

latky z nano&astic [46].

1.5.2 Hojeni a regenerace ran

Problematika v oblasti hojeni ran je v dnesni dobé¢ stale v poptedi vyzkumi z diivodu
snahy o zkracovani doby regenerace rany a zamezeni zdravotnich komplikaci béhem procesu
hojeni. Jako rdna je oznacovano poruseni integrity kozniho kryti, at’ uz hluboké (zasahuje
do subcutis) ¢i povrchové (pouze na urovni epidermis az dermis), dale poruseni sliznice nebo
povrchu nékterého organu vzniklé pisobenim vnéjsich faktorti. Mezi tyto faktory je fazeno
mechanické, termické, radiacni a chemické ptisobeni [64].

Délka 1écby se odviji od typu tkdné€ a zavaznosti poranéni. U komplikovanéjSich ran
muze byt doba hojeni i n€kolik mé&sicii. V misté rany nejdiive dochazi k aktivaci koagulaéni
kaskady, ktera vede k tvorbé nerozpustné fibrinové sité. Dale zde probihaji zanétlivé procesy
zpisobené imunitni odpovédi. Jako zadnét se oznacuje reakce systému na lokalni poSkozeni
tkani. Dochdzi mimo jiné k leukocytoze, tedy zvySeni koncentrace leukocytii nad
fyziologicky pocet, nebo nahromadéni makrofagt [65]. Tyto bunky jsou zodpovédné za boj
s cizorodymi latkami a patogeny a poskytuji signdly k zahajeni procesu hojeni.

K usnadnéni 1écby byla pouzita adheziva, ktera vyvolaji akutni zanétlivou reakci
pro urychleni hojeni ran. Byla pouZita adheziva z anorganickych nanomateriald na bazi
nanocastic z oxidu kiemicitého, ktery ma protizanétlivé u€inky. Vyhodou téchto nanocastic
je porézni struktura a aktivni povrch, ktery zajistuje silnou adhezi k tkdnim a snadnou
degradaci po splnéni své funkce. Nanocastice napomahaji ke spojeni poruSenych tkani tim,
Ze reaguji s télesnou tekutinou v blizkosti rany. Na ranu nasledné nasedaji zanétlivé bunky
(neutrofily, basofily, eosinofily, monocyty, T- a B-lymfocyty) a fibroblasty a tim je docileno
spojovani ran bez nutnosti chirurgického zédkroku v podobé¢ sesivani [56].

Existuje mnoho typl obvazovych materiali na bazi polymert, které mohou byt
pouzity k podpote hojeni ran. Tyto materialy se 1i$i v zavislosti na jejich slozeni, struktuie
a vlastnostech.

Jednim z vhodnych materidli miiZze byt chitosan ve spojeni s oxidem kiemicitym.
Tento kompozit miize stimulovat proliferaci fibroblastli a angiogenezi. Konkrétné chitosan
podporuje ptirozenou hemokoagulaci a ukladani kolagenu do tkdni. Naproti tomu oxid
kiemicity podporuje uvolinovani faktorti jako je tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-alfa)
a transformujici rastovy faktor beta (TGF-beta) z aktivovanych alveolarnich makrofagu.

Zminéné faktory jsou vzajemnymi antagonisty a podileji se na udrzeni rovnomérné tvorby
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kolagenu typu I. TNF-alfa je zodpovédny za obnovu tkéani, zvySuje expresi genu pro kolagen
typu I. TGF-beta ma opacny ucinek, a to snizovani exprese tohoto genu. Oba faktory jsou
dalezitymi regulatory pro tvorbu kolagenu a tim i1 pro hojeni porusenych tkani a organt [66].
Tyto faktory mimo jiné¢ napomahaji biosyntéze fibroblastt [57].

Hojeni ran je velmi ¢asto doprovazeno rozvojem infekci ¢i zanét. Za vznik infekei
jsou nejcastéji zodpovédné bakterie Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
C1 Escherichia coli [57]. Riziko vzniku infekci lze eliminovat pouzitim vhodnych
obvazovych materiali s vlastnostmi jako je netoxicita, biologickd rozlozitelnost,
antimikrobialni aktivita, biokompatibilita, pruznost, schopnost uvoliiovat 1écivé latky
a dobra propustnost plyntl. Dalsi nezbytné vlastnosti se urcuji podle cilového mista ptisobeni
[57].

Jeden znejcastéjSich typl pouzivanych polymernich obvazovych materiala
je hydrogel. Hydrogely jsou polymerni sité, které maji schopnost zadrzovat velké mnozstvi
vody. Tyto materidly mohou byt pouzity k udrzovani vlhkého prostiedi na misté rany, coz
je klicové pro podporu hojeni. Hydrogely také pomahaji minimalizovat tvorbu jizev [55].
Vhodny polymer pro tvorbu hydrogelt je kyselina hyaluronova. Kyselina hyaluronova
podporuje hojeni ran tim, Ze stimuluje tvorbu novych bunék a kolagenu, ktery je dulezity
pro spravné zhojeni. Navic je HA schopna udrZzovat vlhké prostiedi v misté rany, coz
je klicové pro rychlé a uspesné hojeni. Obvazy s kyselinou hyaluronovou mohou byt pouzity
k 1é¢bé rtiznych typl ran, v¢etné viedil, popalenin nebo chirurgickych ran. Tyto obvazy jsou
obvykle vyrobeny z mékkych apruznych materiali, aby se prizplsobily tvaru rany
a minimalizovaly bolest a nepohodli [64]. Membrana z alginatu v kombinaci s HA
a nanocasticemi stfibra byla pouZita pro hojeni ran. Kombinaci HA a nanocastic stiibra
se zlepSily antimikrobidlni G¢inky. Vysledkem tohoto kompozitu je material, ktery nejenze
podporuje hojeni ran diky pfitomnosti kyseliny hyaluronové, ale také chrani ranu pted
bakterialni infekci a urychluje proces hojeni [67]. Dalsim slibnym kompozitem je HA
s zelatinou. Oba tyto materialy patii mezi biopolymery a jsou tak biokompatibilni s lidskym
organismem. Hydrogely na bazi HA s Zelatinou vykazuji zvySenou schopnost udrzovani
vlhkosti v misté rany pro efektivnéj$i hojeni ran. Tento hydrogel nevykazuje bunécnou
cytotoxicitu a v pomeéru 8 : 2 (Zelatina : HA) maji potencial podporovat bunécnou proliferaci
[55]. Kyselina hyaluronova miZe tvofit mimo jiné 1 vlakna, filmy nebo pénové obvazy.
Filmy se pouzivaji pfedevS§im v oftalmologii pro hojeni ran zpisobenych syndromem
suchého oka. Vyhodou filmi je jejich pruznost, prihlednost a propustnost pro plyny [64].

Je prokdzano, ze filmy v kompozitu kolagenu, chitosanu a HA zvySuji antimikrobidlni
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aktivitu antibiotika gentamicin sulfatu proti n€kterym grampozitivnim i gramnegativnim
bakteriim [64]. V soucasné dob¢ jiz existuji na trhu komeréné vyrabéné obvazové materialy
na bazi chitosanu. Lze je nalézt pod nazvy HidroKi®, Axiostat®, Chitopack®, Tegasorb®
nebo KytoCel® [57].

Potencialné vhodnym materidlem mtize byt kompozit z chitosanu, polyethylenoxidu
a oxidu kifemicitého. Tento materidl, v kombinaci s ciprofloxacinem jako antibakteridlnim
1éCivem, splituje vySe uvedené vlastnosti a ma ucinnou antibakteridlni aktivitu proti
Escherichia coli a Staphylococcus aureus [57]. Kombinace oxidu kiemicitého s piirodnimi
polymery zvysuje stabilitu kompozitu. Samotné biopolymery jsou jinak nestalé ve vodném
prostfedi a dochédzi krychlé degradaci. [57]. Nanovldkna chitosanu v kombinaci
s polyethylenoxidem a oxidem kiemicitym byla pfipravena metodou elektrospinningu [44].
Pomoci elektrospinningu se vytvoti pozadovany pocet vlaken, které jsou poté shromazdény
a mohou byt zpracovany do rtiznych produktli, jako jsou obvazy, filtry, membrany,

implantaty a dalsi [47, 38].

1.5.3 Slizni¢ni vakciny

Slizni¢ni vakciny jsou jednim z novéjSich typil vakcin, které jsou aplikovany
na slizniéni povrchy. Tyto vakciny lze aplikovat perordlné€, intranazaln€, vaginalné
a sublingualné [39]. Slizni¢ni vakciny jsou nej€astéji vyrabény ve forme spreje nebo kapek,
které jsou aplikovany na sliznice, kde dojde k uvolnéni antigennich ¢€astic, které aktivuji
imunitni systém. Nejvétsi ¢ast imunitniho systému se nachazi pod slizniénim povrchem.
Proto je vyhodné pouzit pravé slizni¢ni vakciny, které cilené¢ stimuluji imunitni systém
v misté¢ expozice patogenu a aktivuji mistni bunéénou imunitu, coz vede k tvorbé
specifickych protilatek (IgA) a ochrané pied infekci [69].

Produkce protilatek IgA na sliznicich je komplexni proces, ktery zahrnuje ne¢kolik
kroka. V ptipadé peroralniho podéani vakciny se antigen dostava do sliznic travici soustavy
a tam je zachycen M-bunikami. M-buiiky transportuji antigen do oblasti Peyerovych platd,
kde se nachazi velké mnoZzstvi imunitnich buné¢k, které reaguji s prezentovanym antigenem
tim, Ze se diferencuji az na plazmatické buniky. Plazmatické buiiky produkuji specifické IgA
protilatky, které jsou transportovany sliznicemi do mista, kde byla stimulace zahédjena [39].
Tyto protilatky blokuji mimo jiné i adhezi patogenu k buiikam sliznic a tim brani rozvoji

infekce [38].
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Oproti parenterdlnimu podani vakcin maé slizniéni vakcinace nékolik vyhod.
Vakcinace prostiednictvim slizni¢nich povrchtl je bezpecnéjsi, snadnéji se aplikuje, mé vyssi
specifitu a G¢innost imunizace [38]. Na druhou stranu jsou nékteré slizni¢ni vakciny
termalné nestabilni a nachylné k degradaci. To mize zptisobit problémy s jejich skladovanim
a transportem. Také télni tekutiny mohou ovlivnit stabilitu a u¢innost vakciny. Naptiklad
slizni¢ni vakciny, které jsou aplikovany peroraln€, mohou byt vystaveny travicim enzymim
v zaludku a stfevech, coz muze vést k degradaci slozek vakciny a snizeni jeji uCinnosti. Také
vychytdvani antigenu Peyerovymi platy méa nizkou uCinnost oproti pouziti vakcin
s nosi¢ovymi systémy [38]. Intranazalni podani ma oproti peroralnimu podani vice vyhod.
Sliznice v nose ma vétsi absorpeni povrch, nizsi proteolytickou aktivitu a celkoveé vétsi
ucinnost nez oralni imunizace [70].

Nosi¢oveé systémy mohou zlepS$it stabilitu a ucinnost antigenli ve vakcinach
a umoziuji kontrolované uvoliiovani antigenu. Tyto systémy mohou byt navrzeny tak, aby
chranily slozky vakcin pfed enzymy, pH zménami a dal$imi faktory v téle, které by mohly
vést k jejich degradaci [69]. Existuje n¢kolik typti nosiCovych systémi, které se pouzivaji
pro slizni¢ni vakciny. Tyto zahrnuji liposomy, polymerni mikroc¢astice, nanocastice a dalsi.
V nedavnych studiich bylo prokazano, Ze velikost Castic nosi€li ovliviiuje piijem
a zpracovani imunitnimi bunikami. Nejlépe pfijimané Castice jsou o velikosti cca 300 nm.
Dtivodem je nejspiSe podobna velikost patogent, jako jsou naptiklad viry (5-300 nm) [69].

Pro nazilné¢ podévany antigen hepatitidy B byl pouZit nosiovy systém
s nanoCasticemi chitosanu modifikovanych glykolem. Tato chemicka modifikace byla
zavedena z divodu zvySeni rozpustnosti chitosanu ve vodé€. V porovnani vakciny
s nemodifikovanym chitosanem vykazoval kompozit chitosan-glykol niz$i rychlost nazalni
clearance a vyssi schopnost mukoadheze. Diivodem je zvySeni zeta potencidlu u Castic
chitosan-glycerol, a s tim spojeny rozdil v hustoté povrchového néboje [71].

Nanocastice z N,N,N-trimetylchitosanu jsou dalSim ztypl nosi¢li zaloZenych
na modifikaci chitosanu. Byly zkoumény vlastnosti nanoc¢astic N,N,N-trimetylchitosanu
obohacené chiipkovym antigenem jako potencialni nosice slizni¢nich vakcin proti chfipce.
Tyto vakciny jsou vyvijeny pro intranazalni aplikaci a mohly by poskytnout ochranu proti
riznym kmentm chiipky. Védecka studie ukdzala, Ze nanocastice N,N,N-trimetylchitosanu
mohou zvysit imunitni odpovéd’ na podany antigen a zlepSit ochranu proti virové infekci
[70].

Mezi dal$i materidly, které lze vyuzit jako nosi¢e ve slizni¢nich vakcinach, patii

polymery jako je kyselina polymlécnd, poly (D, L-laktid-ko-glykolid), poly (D, L-mlé¢na-
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koglykolova) kyselina, pullulan, polykaprolakton. Tyto polymery jsou rozséhle studovany
pro pouziti ve slizni¢nich vakcinach diky svym specifickym vlastnostem, kterymi
je biokompatibilita, netoxicita, biologicka rozlozitelnost a schopnosti modifikaci Castic
do pozadovanych tvart a velikosti [39].

Slizni¢ni vakciny se jiz pouzivaji v nékterych zemich, ale zatim nejsou tak hojné
pouzivany jako tradi¢ni vakciny aplikované parenteraln€. V soucasné dob¢ se provadi fada
vyzkumt ohledné vyvoje novych slizni¢nich vakcin, které by mohly byt v budoucnu pouzity

na ochranu pfed riznymi infekénimi chorobami.

1.5.4 Lécba rakoviny

Téma vyuziti nosi¢ovych systémi ve spojeni s 1écbou rakoviny v oblasti vyzkumu
i klinické praxe se stale vice rozsitfuje. Tento ptistup mlze piinést znacné vyhody v terapii
onkologickych onemocnéni, jako je zvySeni Gcinnosti 1écby, snizeni vedlejSich ucinka
azlepSeni kvality Zivota pacientll [72]. Konvencné pouzivand chemoterapeutika maji
nékolik nevyhod, které by nosiCové systémy mohly vytesit. Pouzitim nosi¢ovych systémi
se snizi mechanismy rezistence vuc¢i chemoterapeutiku, zlepsi se fyzikalné-chemicka
stabilita 1éciv nebo specifita viici patologickym bunkam [73].

Existuji rizné typy nosicl, které mohou byt pouZity k transportu 1é¢iv k nddorovym
buiikam, vetné liposomi, mikrocastic, nanocastic, gelti a micel polymera [72, 73]. Tyto
nosi¢e mohou byt navrZeny tak, aby mély specifické vlastnosti, jako je poZadovana velikost,
povrchovy naboj a rozpustnost [72].

Pouziti liposomt jako nosi¢l 1é¢iv umoziuje zlepSit biodostupnost, snizit toxicitu
a zvysit terapeuticky ucinek léCiv. Liposomy se ukazaly byt uzitecné jako nosice
specifického linearniho TT1 peptidu pro cileni na protein p32. Ukazalo se, Ze protein p32
ma zvySenou expresi v nadorovych bunikdch u karcinomu prsu. Liposomy byly
modifikovany TT1 peptidem a byly navdzany chemoterapeutické léky doxorubicin
a sorafenib. Modifikace 1éCiv s liposomy zvysSila terapeutickou aktivitu chemoterapeutik
a umoznila tak cilenou 1é¢bu [73].

Dalsim ptikladem nosi¢ovych systému je kompozit nanoc¢astic s algindtem sodnym
a chitosanem s chondroitin sulfaitem. Kompozit byl pfipraven technologii elektrostatického
pomoci stimulovat imunitni systém k boji proti nadorovym bunkdm, zatimco alginat sodny

a chitosan poskytuji stabilitu a moznost transportu latek do cilovych tkani. Celkove¢ je tento
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kompozitni material slibnym kandidatem pro pouziti v 1é¢bé rakoviny. Tento kompozit byl
pouzit jako tzv. protinddorovy imunopotenciator; to je latka, kterd stimuluje imunitni systém
k boji proti rakovinnym buitkam a podporuje tak protinadorovou imunitu [74].

Vyuziti nosiCovych systémi v 1écbé rakoviny nabizi velky potencial pro vyvoj
novych typl terapii s vysS$i GCinnosti a mens$imi vedlej§imi ucinky nez klasické
chemoterapie. V budoucnu se ocekava, ze nosiCové systémy budou hrat stale vetsi roli
v personalizované mediciné, kdy budou moci byt navrzeny a upraveny pro kazdého pacienta
individualn€é. Diky pokroku v oblasti biotechnologii a bioinformatiky je také mozné
oc¢ekavat vyvoj novych 1é¢ebnych strategii zalozenych na genetickych a molekularnich
charakteristikach nadoru, coz by mohlo vést k vétsi ucinnosti a lepsimu piizptisobeni terapie

jednotlivym pacientim.

1.5.5 Zobrazovaci €inidla

Nosi¢ové systémy obsahujici polymery v kombinaci se zobrazovacimi cinidly
se Casto vyvijeji a v nékterych ptipadech i1 pouzivaji jako alternativa ke klasickym
kontrastnim ¢inidlim v riznych diagnostickych a zobrazovacich technologiich, jako jsou
napiiklad CT (vypocetni tomografie), magnetickd rezonance, ultrazvukové zobrazovani
a dalsi. Tyto systémy umozinuji sniméni obrazli tkani a pfevadéji je na digitalni format, ktery
muze byt analyzovan a zpracovan softwarovymi aplikacemi [75].

Nosicove systémy lze pouzivat k diagnostice rakoviny. Nosi¢e mohou byt oznaceny
latkou, kterd umoziiuje detekovani nddorovych bunék, jako jsou naptiklad nanocastice zlata.
Nanocastice zlata mohou byt snadno modifikovany do riznych velikosti a tvarli, jsou
netoxické, ucinné absorbuji elektromagnetické zateni a poskytujyi vysoké rozliSeni
v zobrazovacich metodach. Nejpouzivanéjsi zobrazovaci metodou pro diagnostiku rakoviny
je CT zdavodu vysokého rozliseni, nizké ceny a funkcnosti se vSemi typy pacienttl.
Nanocastice zlata se akumuluji vyhradné v nadorech diky efektu zvySené permeability
a retence (EPR efektu) a ohranicuji tak misto, kde se nador nachazi. Pomoci CT lze tak naddor
lépe zmapovat a nasledné zahajit presncjs$i radiacni terapii. Tim se snizi expozice
nezadouciho radiacniho zatreni pro okolni zdravé tkan€ a nedochazi tak k jejich poskozeni.
Pro zlepSeni vlastnosti nanocastic zlata je mozné vytvofit polymerni micely na bazi
polyethylenglykolu a polykaprolaktonu s hydrodynamickou velikosti v rozmezi od 25
do 150 nm naplnéné nanocésticemi zlata. Tyto micely vykazuji delsi cirkulacni Casy, 1épe

se akumuluji v nddoru a maji lep$i rozliSeni v zdznamu z CT [75].
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DalSimi polymernimi nanocasticemi pro diagnostiku nadoru pomoci magnetické
rezonance jsou nanocastice s obsahem gadolinia modifikované protildtkou proti
vaskularnimu endotelidlnimu rastovému faktoru (anti-VEGF). Konkrétné¢ byly tyto
polymery pouzity pro zobrazovani hepatocelularniho karcinomu pomoci magnetické
rezonance. Hepatocelularni karcinom je celosvétové velmi rozSifenym a vysoce letdlnim
onemocnénim [76]. Proto je v€asna diagndza dulezitd z divodu nasazeni rychlé 1écby.
Magneticka rezonance dokaze vytvaret trojrozmérné obrazy organii a na rozdil od CT nenese
rizika spojend s ionizujicim zafenim [76]. Ke zvySeni diferenciace mezi jednotlivymi
tkanémi se pouzivaji kontrastni ¢inidla. V klinické praxi se nejCastéji vyuzivaji Cinidla
na bazi chelati gadolinia (napt. Magnevist®). Tato Cinidla jsou vSak pomérné rychle
eliminovana renalni filtraci z duvodu nizké molekulové hmotnosti, coz ma za nasledek
kratkou dobu zobrazovani. Je zde také nizka specifita k cilovym organtim. Z téchto divodii
byl pro pfipravu nanocastic pouzit kompozit kyseliny polymlécné, polyethylenglykolu
a polylysinu, ktery vykazuje del$i dobu zobrazeni, nizkou toxicitu, zvySeni kontrastu a ma
efekt aktivniho cileni, ktery mé za disledek specifickou akumulaci kontrastnich latek
do malignich nadort. K aktivnimu cileni byla pouZita zminé€na protilatka anti-VEGF, ktera
cili proti markeru u hepatocelularniho karcinomu, u kterého byla prokdzdna nadmérna
exprese VEGF. Chelaty gadolinia byly kovalentn¢€ vazany na povrch kompozitu. Kompozit
vyznamné zvysil specifitu akumulace do nadoru, intenzitu signidlu a dobu zobrazovéni
ve srovndni s kontrastnim ¢inidlem Magnevist® [76].

Mezi dalsi polymery pouzivajici se jako zobrazovaci ¢inidla patfi magnetické
nanocastice [77], feromagnetické nanocastice, nanocastice oxidu Zeleza [78], nanocastice

oxidu manganu [79].

1.5.6 Tkanové inZenyrstvi

Chitosan muze byt v tkdilovém inzZenyrstvi vyuzit jako nosi¢ podplrnych bunék
pro regeneraci kostni tkan€. NosiCe z chitosanu podporuji tvorbu osteoblastl, coz jsou
buniky, odpovédné zatvorbu kosti a chrupavek. Konkrétné¢ kompozit -chitosanu,
polyvinylalkoholu a oxidu grafenu by mohl regenerovat chrupavcitou tkan tim, ze by slouzil
jako nosic¢ pro bunécné linie nebo kmenové bunky kostni a chrupav¢ité tkané [80]. Kompozit
byl vyroben ve formé vldken technikou elektrostatického zvlaknovani. Elektrostatické
zvlaknovani bylo pouZito ptfedevsim z diivodu zvySeni porovitosti nanovlédken a vysokému

poméru povrchu k objemu nanovldken. Na Obr. 6 je snimek nanovldken zminéného
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kompozitu. Snimek byl vytvoien pomoci stolniho elektronového mikroskopu s autoemisnim

zdrojem (FESEM).

Obrazek 6: FESEM snimek nanovlaken CS/PVA/GO [80].

Oxid grafenu (GO) je syntetizovan oxidaci grafitu a vynika skvélymi mechanickymi
vlastnostmi. Je vysoce pruzny, dobfe rozpustny, ma vysokou biokompatibilitu
a antimikrobialni vlastnosti. Tento material téZ podporuje diferenciaci kmenovych bunék
nebo hojeni ran. Ztohoto divodu byl pfidin do kompozitu s chitosanem
a polyvinylalkoholem. Z experimenti bylo zjisténo, Ze pouZiti grafenu zvysilo pruznost
a pevnost materidlu v tahu. Nanovldkna byla také biokompatibilni s chondrogennimi
buitkami ATDCS. Tato chondrogenni bunécna linie se pouziva nejcastéji ke zkoumani
faktori a drah souvisejicich s vyvojem skeletu, kam se fadi i zminéna chrupavka [80].

Metodou elektrostatického zvldknovani byla pfipravena vldkna chitosanu
s polykaprolaktonem, ktera byla pouZita jako vaskularni stenty do arterii s malymi rozmeéry.
Na rozdil od nejpouzivanéjSich materiali jako jsou kovové stenty ¢i stenty z umélé hmoty,
se tyto bioaktivni materidly 1épe infiltruji do organismu a zmirfiuji tak negativni dopad

pfi rozvoji imunitni odpovédi [81].

1.5.7 Nanotechnologie pro upravu vody a ovzdusi

Aktualnim tématem védeckych ¢lankii je velky narast znecisténi ovzdusi, pady,
a predevsim vodnich zdroji. Velky podil na kontaminaci ma piedev§im masivni pramyslova
vyroba, tézba surovin, zemé&d¢lstvi a s nim spojené naduzivani pesticidii a herbicida [82].
V disledku toho vznikaji Skodlivé latky a slouceniny, které nelze jednoduSe odstranit

z pudy, vodnich zdrojl ¢i ovzdusi. Lze mezi n¢ zatadit naptiklad tézké kovy, barviva, rizné
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tékavé organické slouceniny, organické slouceniny fosforu, pesticidy, herbicidy, hnojiva,
ropné skvrny, toxické plyny, odpadni vody [82]. Degradace téchto latek je financné i Casové
velmi nakladna. V disledku toho je nutné zavadéni novych technologii a metod pro upravu
vody. Vtom by mohly byt ndpomocny nové nanotechnologie, konkrétné¢ vyuziti
nanokatalyzatord, které pracuji na principu adsorpce skodlivych latek na nanocésticich zlata,
magnetitu, oxidu zinec¢natého, titanicitého, hlinitého, hotfe¢natého, grafen, dusi¢nany.
Pro separaci plynt jsou t¢inné materialy s oxidem uhelnatym, oxidem sifiitym [82].

Oxid grafenu ma schopnost vazat tézké kovy a jeho adsorp¢ni kapacita je pomérné
vysoka. Nanocastice chitosanu v kompozitu s chitosan-g-polykyselinou akrylovou
a attapulgitem lze pouzit pro adsorpci ionti médi z vodného roztoku. Tento kompozit
ma vysokou adsorpéni i desorpéni kapacitu, takZe ho lze vyuzit pro G¢inné odstranéni Cu?*
iontl z vodného roztoku [83]. Jiny kompozit chitosanovych c¢astic navéazanych
na magnetické nanocastice Fe3Os4 modifikovany iontovou gelaci s tripolyfosfatem
ma vysokou ucinnost adsorpce olovnatych a méd’natych iontd. Ve vodném roztoku vsak
dochézi u téchto nanocastic k dezintegraci, v alkalickém roztoku o pH 9 také k agregaci
¢astic z divodu slabych elektrostatickych interakci mezi molekulami chitosanu a TPP [34,
85]. Nanokompozit chitosanu s magnetitem je vhodny pro adsorpci arseni¢nych iontl

z vodného prostiedi [86].

1.6 Vybrané metody zpracovani a charakterizace materiali/¢astic

1.6.1 Lyofilizace

Pro zachovani vlastnosti a stability Castic, at’ uz samotnych nebo s ligandy, se vyuziva
metoda lyofilizace. Lyofilizace je proces suSeni, ktery umoznuje odstranit vodu nebo jina
rozpoustédla z materialu pifi nizkych teplotach a tlacich. VyuZziva fyzikalnich principt
sublimace zmraZenych rozpoustédel, tedy piimé premény tuhé latky na plynnou fazi
bez ptechodu do kapalné faze, coz minimalizuje poSkozeni materialu a zachovava se jeho
struktura a biologické aktivita [87]. Tento proces zahrnuje zamrazeni materidlu, odstranéni
vodnych roztokl sublimaci a desorpci zbyvajici vlhkosti vysusenim, ¢imz se ziskava suchy,
porézni produkt s vysokou stabilitou a dlouhodobou trvanlivosti. Lyofilizace se pouZiva
v Siroké Skale aplikaci, jako jsou farmaceutické a biologické piipravky, potraviny nebo
kosmetické produkty. Ve farmacii se lyofilizace vyuzivd pro zachovani fyzikalné-
chemickych vlastnosti u biologickych materiald, jako jsou enzymy, vakciny a léky, které

jsou za fyziologickych podminek nestabilni nebo dochézi k urychleni degradace [36].

42



V oblasti nosicovych systémi se lyofilizace vyuziva predevsim z divodu zlepSeni
stability ¢astic. Céstice chitosanu jsou b&hem delii doby skladovani nachylné k agregaci
v suspenzi. Muze také dochdzet k predCasnému uvolnéni vazaného 1é¢iva nebo proteinu
z Castic. Lyofilizace zvysuje stabilitu chitosanovych Castic tim, Ze eliminuje vodu, ktera
muze byt pfitomna v jejich struktuie a mize byt zdrojem oxidace a hydrolyzy. Lyofilizat
¢astic je mnohem méné nachylny k degradaci a maze byt skladovan a pouzivan po delsi
dobu bez ztraty jeho biologickych vlastnosti [36].

Proces lyofilizace se sklada ze tii hlavnich fazi. V prvni fazi dochazi k zamrazeni.
Suspenze je zmrazena, coz ma za nasledek vytvoteni ledovych krystalii. Druhym krokem
je sublimace. V této fazi se ledové krystaly sublimuji, tedy piimo ptrechazeji z tuhé do plynné
faze, pfiCemz se z materidlu odpafuje voda. Sublimace se obvykle provadi za vakua, coz
umoznuje snadnéjs$i odpafovani vlhkosti. Posledni fazi je desorpce, pii které dochazi
k odstranéni zbytkové vlhkosti pomoci zvySeni teploty [88].

Béhem procesu lyofilizace miize voda v casticich krystalizovat a vytvaret ostré
krystaly, které mohou porusit strukturu ¢astic, coz miize vést k nevratnym posSkozenim.
Z tohoto diivodu se pouZivaji tzv. kryoprotektanty. Pouziti kryoprotektantli umoZiiuje sniZit
tvorbu ledovych krystalii béhem zmrazeni a tim minimalizovat poSkozeni bunék a tkani.
Kromé toho kryoprotektanty chrani bunééné membrany a bilkoviny pifed denaturaci
a usnadnuji rychlé zmrazeni a néasledné rozmrazeni. Obdobné chitosan podléhd béhem
procesu lyofilizace bez pouziti kryoprotektantli silnym inter- a intramolekularnim
interakcim v mistech vodikovych mustkl, které mohou negativné ovlivnit fyzikalné-
chemické vlastnosti, jako je viskozita, zeta potencial a schopnost absorpce vody [36].
Existuje mnoho riznych kryoprotektantt, které maji riizné vyhody a nevyhody v zavislosti
na aplikaci. Ne&které znejcastéji pouzivanych zahrnuji bezvoda rozpoustédla jako
dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, etylenglykol. Casto se pouzivaji také sacharidy
a to trehaldza, mannitol, sorbitol a sachar6za. Tyto kryoprotektanty se aplikuji pied
zmrazenim a umoziuji rychlej$i ochlazeni a nasledné rozmrazeni s minimalnim poskozenim
struktury chitosanovych ¢astic a vlaken [87].

Studie [26] porovnavala Uc¢innost rtiznych kryoprotektantli na stabilitu a zménu
velikosti chitosanovych ¢astic. Studie ukézala, ze pti srovnani pouzitych kryoprotektantt,
kterymi byla trehal6za, mannitol a PEG, bylo pozorovano zvétSeni velikosti Castic
u mannitolu a polyetylenglykolu. ZvySeni velikosti ¢astic bylo zplsobeno piedevsim
agregaci Castic a jejich nestabilitou. Oproti tomu pouZiti trehaldzy jako kryoprotektantu

vedlo k vyrazné vyssi stabilit¢ a minimalnim zménam ve velikosti ¢astic. Tyto vysledky
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mohou souviset s vlastnostmi trehaldzy, kterymi jsou nizka hygroskopi¢nost, absence
vnitinich vodikovych vazeb, a stim spojend leps$i vaznost na Castice, nizkd chemicka
reaktivita a také vyssi teplota skelného prechodu.

Dalsi studie [89] se zabyvala piipravou nanocastic z chitosanu jako peroralniho nosice
inzulinu. K procesu lyofilizace byly pouzity rizné kryoprotektanty s Sirokou Skélou
koncentraci. Kryoprotektanty nanocastic byly sachar6za, mannitol, sorbitol a trehaldza.
S pouzitim 7 % mannitolu indukovaly lyofilizované nanocéstice chitosanu minimalni
odchylky ve velikosti pted a po lyofilizaci, zanedbatelny rozdil v zeta potencialu a slibnou
ucinnost zapouzdieni inzulinu do nanocastic.

Pouziti konkrétnich kryoprotektant v rtznych koncentracich zavisi na pouzitém

materialu a aplikaci. Proto neni mozné urcit jeden spolecny pro vSechny dostupné aplikace.

1.7 Fyzikalné-chemicka charakterizace materiali

Znat fyzikalné-chemické vlastnosti polymeri je kliCové pro uspésné vyuziti téchto
materiali v riznych oblastech nosi¢ovych systémi. Polymerové nosice jsou pouzivany
k transportu 1é¢iv do cilovych tkdni a bunék v téle, a proto je dllezité, aby byly tyto nosice
pfizpisobeny poZadovanym vlastnostem a potiebam konkrétni terapie. Mit povédomi
o fyzikdlné-chemickych vlastnostech polymerii miize také pomoci pii vyvoji novych typt
nosi¢li. Pomoci téchto informaci Ize optimalizovat vlastnosti nosi¢u pro konkrétni aplikace
a umoznit tak vytvoreni nosicl, které jsou ucinngjsi a bezpecnéjsi pro pacienty. Fyzikalné-
chemické vlastnosti polymerti mohou ovliviiovat riizné procesy v téle, jako je distribuce,

vstiebavani a metabolismus 1éCiv [26].

1.7.1 Meéreni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic mlze ovlivnit vlastnosti a chovani polymernich nosi¢l v téle.
Pii vyrobé nosic¢i 1é¢iv miize byt velikost Castic kritickym faktorem, ktery ovliviiuje
prichodnost nosi¢li pies biologické bariéry, adhezi na povrchy, interakci s tkanémi
a bunikami nebo rychlost a mnozstvi uvoliiovani 1é¢iv z nosice [90]. Kromé toho mtze byt
velikost ¢astic dilezité pro interakci biopolymert s tkanémi a buiikami. Naptiklad pii pouZiti
chitosanu v regenerativni medicing, kde se snazime stimulovat riist a regeneraci tkdni, mtize
byt dilezita velikost ¢astic chitosanu pro podporu ristu bunék [26]. Existuje nékolik metod,
které 1ze pouzit k méteni velikosti ¢astic nebo vldken nosicii. Jednou z metod je rozptylova

metoda laserového svétla (DLS). Tato metoda méfi intenzitu rozptylu svétla od Castic
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v roztoku pii thlu 90°. Na zékladé této intenzity se vypocita prumérnd velikost Castic
v roztoku. Dal§i metodou je elektronovd mikroskopie, konkrétné metoda skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM) nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Tyto
metody umoziuji piimou vizualizaci ¢astic nebo vlaken pomoci elektronového paprsku [26].
Rozdil mezi SEM a TEM spociva v tom, jak se elektrony pouzivaji k vizualizaci vzorku.
V TEM prochazeji elektrony tenkym fezem vzorku a pfendsi informace o struktufe
na detektor. Na druhé strané SEM pouziva elektrony k ozafovani povrchu vzorku
a zaznamenavaji se rozptylené elektrony, coz umoziuje ziskat detailni 3D obraz povrchu.
TEM je tedy vhodny pro vizualizaci vnitini struktury vzorku, zatimco SEM umoziuje

vizualizaci povrchu vzorku [91].

1.7.2 Zeta potencial ¢astic

Zeta potencial je hodnota povrchového elektrického ndboje ¢astic v roztoku nebo
suspenzi. Vyjadiuje jejich schopnosti odpuzovat se navzijem a vyjadiuje jejich koloidalni
stabilitu. Vyjadiuje se v jednotkach volti a zna¢i se symbolem zeta ({). Vysledna hodnota
zeta potencialu ovliviiuje stabilitu Castic v suspenzi a jejich schopnost tvofit agregaty. Dale
ovliviiuje interakce mezi polymernimi ¢asticemi a cilovymi bunikami, coZ muze ovlivnit
ucinnost dodani 1é¢iv do té€la. Zaroven miZe byt zeta potencidl vyznamné ovlivnén
molekulovou hmotnosti nebo koncentraci polymeru, pH roztoku, a také rychlosti michani
sila mezi Casticemi. Pokud je hodnota zeta potencialu dostatecné vysokd, mohou Castice
zUstat stabilni v roztoku, protoZe se navzijem odpuzuji. V opacném piipadé se Castice
pritahuji a tvofi agregaty, coz vede ke ztrat¢ stability. Obecné jsou Castice se zeta
potencialem vy$$im nez +30 mV nebo niz§im nez -30 mV povazovany za stabilni [25].

Hodnoty zeta potencidlu jsou dulezité pro pfedvidani chovani a stability polymert
v biologickém prosttedi a mohou byt vyuzity pifi optimalizaci syntézy a modifikace

biopolymeri pro konkrétni aplikace v mediciné.

1.7.3 Polydisperzni index

Polydisperzni index (PDI) je hodnotou rozdilnosti velikosti ¢astic v suspenzi nebo
roztoku [26]. Pokud jsou vSechny ¢astice stejné velikosti, bude PDI roven 0, coz odpovida
monodisperznim systémiim a homogenité disperze. Cim vys§i je hodnota PDI, tim v&tsi

je rozdilnost velikosti ¢astic v suspenzi nebo roztoku a tim je systém vice polydisperzni. PDI
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je dilezitym faktorem pii navrhu a charakterizaci nosicl 1é€iv, protoze rozdilnost velikosti

¢astic muze ovlivnit jejich stabilitu a i¢innost [90].

1.7.4 Velikost pori

Velikost port ovliviiuje fyzikdlné-chemické vlastnosti nosicl, jako je povrchova
plocha, rozpustnost, permeabilita a reaktivita. Naptiklad u nosict pro 1écivé latky mutize
velikost porti ovlivnit schopnost nosi¢e vazat, transportovat a uvolfiovat l1é¢iva nebo
ovliviovat stabilitu a biodegradabilitu nosice. VéEtsi velikost pora je vhodnéjsi pro nosice,
které maji slouzit k rychlejsi diftzi latek nebo k vétSimu toku kapaliny. Tyto nosice maji
vEtsi objemovy pritok a nizsi celkovy odpor, coz zlepSuje rychlost transportu latek. Naopak,
mensi pory jsou vhodnéj$i pro nosiCe, které maji slouzit k uchovavani a pomalému
uvolnovani latek, naptiklad pfi fizeném uvoliiovani 1éciv. Velikost péri muze byt
ptizplisobena vybérem vhodného materialu a procesu vyroby nosi¢e. Méfeni velikosti porii
muze byt provadéno riznymi metodami, naptiklad pomoci adsorpce plynt. Tato metoda
umoznuje méfeni velikosti porti a distribuci pért v polymeru na zékladé schopnosti plyni
adsorbovat se na povrch porézniho materidlu. Plyn se vpravi do vzorku a méti se mnozstvi
plynu, které se adsorbuje v zavislosti na velikosti porii. Dal$i metodou méfeni je pomoci
elektronové mikroskopie (SEM a TEM), kterou lze pouzit k vizualizaci péri v materialu

a k méfeni velikosti pora [92].

1.7.5 Mira bobtnani

Mira bobtnani vyjadiuje schopnost polymeru absorbovat vodu. U hydrogela je mira
bobtnani kli¢ovym parametrem pro mnoho aplikaci, a to pfedevS§im v oblasti hojeni ran
a fizeném uvolilovani 1é¢iv. Mira bobtnani hydrogeltl zavisi na mnoha faktorech, vcetné

chemické struktury polymeru, teploty, pH nebo iontové sily [4].
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace byla priprava, charakterizace a lyofilizace
biokompatibilnich nosict s obsahem chitosanu a SiO> mikrovldken s modelovym proteinem
ovalbuminem. Jako nosice byly studovany castice z chitosanu a kyseliny hyaluronové,
mikrovldkna oxidu kfemicitého a jejich kombinace. Charakterizace nosi¢ii zahrnovala
hydrodynamickou velikost (DLS) vcetné PDI, méfeni povrchového naboje Castic (zeta
potencial) a SEM analyzy. Na pfipravené nosi¢e byl metodou adsorpce vdzan modelovy

protein ovalbumin a byla hodnocena mira sorpce a uvoliiovani proteinu z nosice v Case.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni pristroje a pomiicky

analytické vahy Kern ABT 220-5DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, Némecko)
analyzator velikosti ¢astic a zeta potencialu HORIBA Scientific SZ-100-Z (HORIBA
Ltd, Horiba France SAS, Francie)

centrifuga MiniSpin, rotor 6 cm (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga Eppendorf AG 5702 (Hamburg, Némecko)

dialyzacni sttivka — MWCO 300 kDa, SpectraPor® , Biotech CE Tubing, Thermofisher
filtr pro injekéni stiikacku (25 mm Syringe Filter) — 0,45 pm celul6zo-acetatova
membrana (VWR international, North America, USA)

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

laboratorni pomticky — laboratorni sklo (kadinky, odmérné nadoby, odmérné valce),
lékovky s vickem a gumovymi uzdvéry, mikrozkumavky Eppendorf, mikropipety
Eppendorf a Biohit, mikrotitracni desticky

lyofilizator L4-110 Pro (GREGOR Instruments s. 1. 0., Ri¢any, CR)

magnetické michadlo Big Squid (IKA-WERKE, Némecko)

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

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

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

rotator — mini-rotator Bio RS-24 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené
staty americké)

rotator Grant-bio (Grant Instruments Ltd, Shepreth, Cambridgeshire, Velka Britanie)
skenovaci elektronovy mikroskop (JSM 7500F, JEOL Ltd.)

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

stanice pro pfipravu deionizované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, Spojené staty americké)

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

Britanie)
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3.2

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

vortex (Grant-bio, Cambridge, Velka Britanie)

Reagencie a chemikalie

Celuloza (Perloza, MT 100; 30-50 um; vazkova analyza: zjiSténo, ze 4 mg celuldzy
odpovidéa objemu 30 pl celuldzy)

Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat — Mr = 156,01 g/mol; 1 M NaH>PO4 - 2 H20,
Lach-Ner, s. r. 0. (Neratovice, Ceska republika)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p. a. — Mr= 358,14 g/mol, ] M Na,HPO4-12
H-0, Penta s.r.0. (Chrudim, Ceska republika)

Chitosan - ChitoClear > 95% deacetylace), Mw ~ 110 — 360 kDa, vysoka kvalita 10,
43000, Primex (Siglufjordur, Island)

Kyselina hyaluronova, HYSILK, 200318-E1, Mw ~ 150 — 350 kDa, Contipro (Dolni
Dobrou¢, Ceska republika)

Kyselina octova 99% p.a. — Mr = 60,05 g/mol, p = 1,055 g/cm3 , CH3COOH, Penta s.
r. 0. (Chrudim, Ceska republika)

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

Ovalbumin A7641, > 98%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)
Si0, mikrovldkna pfipravend metodou odstfedivého spiddani od Dr. Jana Macdka a
Ing. Ludka Hromadka (CEMNAT UPCE), specificky povrch dle BET 600-700 m?/g,
velikost pori 0,38 cm?/g, primér vlidken 1100 £ 500 nm

Trehal6za dihydrat - Mr = 378.33 g/mol, C12H22011 - 2H20, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, Spojené¢ staty americké)

Tripolyfostat sodny, TPP — Mr = 367,86 g/mol, NasO1oP3, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, Spojené¢ staty americké)
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3.3 Priprava chitosanovych ¢éastic

Chitosanové castice byly piipraveny metodou ionotropniho  gelovaténi
s tripolyfosfatem. U chitosanu s tripolyfosfatem miize dochazet k ionotropnimu gelovaténi
diky elektrostatickym interakcim mezi kationty chitosanu a anionty tripolyfosfatu. Metoda

byla provedena podle [26].

PouZité roztoky:
e 0,05% roztok kyseliny octové (CH3COOH)
e 2.5 mg/ml roztok chitosanu v 0,05 % CH3;COOH
e 0,25 mg/ml roztok chitosanu v deionizované vodé

e 0,25 mg/ml roztok TPP v deionizované vodé

Postup:

Byl pfipraven roztok chitosanovych ¢astic od spolec¢nosti Primex s molekulovou
hmotnosti 110-360 kDa o koncentraci 2,5 mg/ml rozpusténych v 0,05% CH3;COOH. Dale
byl roztok promichdvan na magnetickém michadle 24 hodin pfi laboratorni teploté. Béhem
24 hodin se udrzovalo pH ¢éstic ptiblizné 4,8. Pokud bylo pH vyssi, roztok se okyselil
0,05 % CH3COOH. Po 24 hodinach se nasledné zasobni roztok chitosanu naredil
na koncentraci 0,25 mg/ml v deionizované vodé a roztok byl ptefiltrovan pres 0,45um
celulozovo-acetatovou membranu. Ddéle byl pfipraven zasobni roztok tripolyfosfatu
v deionizované vodé o koncentraci 0,25 mg/ml. Roztok TPP byl také prefiltrovan pies
0,45um celulozovo-acetatovou membranu. Samotné ¢astice poté byly pfipraveny
v lékovkach ptikapavanim 0,25 mg/ml roztoku TPP k 0,25 mg/ml chitosanu v poméru
CS:TPP =5 : 1 v tripletu. Tvorba ¢astic probihala po dobu 30 minut za stalého michani
na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté. Déle byl odebran 1 ml (odpovidajici 250
pg castic) do 0,5 ml deionizované vody a zméfila se hydrodynamicka velikost ¢astic (DLS),

polydisperzni index a zeta potencial.
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3.4 Priprava chitosanovych ¢éastic s kyselinou hyaluronovou
Principem této piipravy je vytvorfeni vodikovych vazeb mezi karboxylovymi
skupinami kyseliny hyaluronové a volnymi aminoskupinami, pfitomnymi na povrchu ¢astic

chitosanu. Metoda byla upravena a vychazi z tohoto zdroje [33].

PouZité roztoky:
e 0,1 M acetatovy pufr pH 5

e 1,5 mg/ml roztok kyseliny hyaluronové v 0,1 M acetatovém pufru pH 5

Postup:

Byly piipraveny chitosanové ¢astice s tripolyfosfatem podle kapitoly 3.3. Castice byly
po dialyze do 0,1 M acetatového pufru pH 5 obaleny kyselinou hyaluronovou HYSILK,
Mw ~ 150-350 kDa, Contipro (Dolni Dobrou¢, Ceska republika). Obaleni probihalo
ptikapavanim CS:TPP ¢astic k roztoku HA na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté
po dobu 30 minut. Pomér objemovych dili roztoku chitosanovych ¢astic k HA byl 1 : 1.
U ptipravenych a homogenizovanych vzorkll ¢astic byla méfena DLS a zeta potencial
v prostiedi deionizované vody dle kapitol 3.8.1 a 3.8.2. U zbylého roztoku nasledovala

dialyza v deionizované vod¢ dle kapitoly 3.6.

3.5 Priprava kompozitu s chitosanovymi ¢asticemi a mikrovlakny oxidu
kiemicitého
Principem piipravy kompozitu bylo promiseni vlaken oxidu kiemicitého se zaporné
nabitymi hydroxylovymi skupinami a chitosanovych ¢astic s kladné¢ nabitymi

aminoskupinami v roztoku.

Postup:
Byl navadZen 1 mg SiO; mikrovlaken, ke kterym byl pfidan 1 mg pfipravenych
chitosanové ¢astic, které byly ptipraveny podle kapitoly 3.3. Roztok byl diikkladné promichan

a pouZit pro dal$i experimenty.
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3.6 Dialyza ¢astic

Principem dialyzy je difuze nizkomolekularnich latek ptes dialyzacni membranu
s urcitou velikosti pord, ktera je nepropustna pro latky s vy$si molekulovou hmotnosti. Hnaci
silou dialyzy ¢astic je koncentracni gradient dialyzované latky a rychlost dialyzy je urcena
predevsim koncentracnim spadem, ktery je na zac¢atku experimentu nejrychlejsi a postupné

se zpomaluje.

Poucité roztoky:
e Destilovana voda

e 0,1 M acetatovy pufr pH 5

Postup:

Z dialyzacnich stfivek (SpectraPor®, Biotech CE Tubing, Thermofisher) bylo odebrano
3krat po cca 6 cm. CS:TPP c&astice pripravené v tripletu byly jednotlivé napipetovany
do hydratovanych stfivek a ponofeny po jednom do destilované vody. U CS:TPP/HA castic
probihala dialyza v 0,1 M acetatovém pufru pH 5. Objem vody odpovidal nejméné
100nasobku objemu vzorku. Dialyza probihala 16 hodin pfi laboratorni teploté s mirnym
michanim pomoci michadla. Béhem experimentu doslo tfikrat k vyméné dialyzaéniho
roztoku v rozmezi cca 5-8 hodin. Po ukonceni experimentu byl odebran cely objem vzorku

ze sttivek a byla pfepocitana koncentrace castic v roztoku.

3.7 Lyofilizace ¢astic

Lyofilizace, také nazyvana sublimace nebo suSeni mrazem, je proces odstraiiovani

kapaliny ze suspenze Castic pii nizkém tlaku nebo ve vakuu.

Pouzité roztoky:
e Trehaldza (Sigma-Aldrich) 55 % w/v

Postup:
K 1 ml vzorku ¢astic (odpovidd 250 pg c¢astic) bylo ptfidano 0,1 ml trehalozy.
Zmrazeni na teplotu -80 °C probihalo v lyofiliza¢nich vialkach s vickem. Takto pfipravené

vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru a po ustdleni teploty na -80 °C byla zahijena
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lyofilizace, ktera trvala 24 hodin pfi teploté -110 °C. Po ukonceni lyofilizace byla na vialky
dana gumova zatka s vickem. Vialky byly uskladnény pfi teploté 4 °C.

3.8 Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic
U piipravenych castic byla stanovena primérnd hydrodynamicka velikost DLS,
polydisperzni index PDI a zeta potencidl. Tyto veli¢iny byly méteny pomoci dynamického

rozptylu svétla na piistroji Horiba Scientific (software SZ-100).

3.8.1 Stanoveni hydrodynamické velikosti ¢astic

Poucité roztoky:

e Deionizovana voda

Postup:

Pro méfeni hydrodynamické velikosti ¢astic bylo odebrano mnozstvi 250 pg astic,
které¢ bylo doplnéno na celkovy objem 1,5 ml deionizovanou vodou. Byla zméfena
hydrodynamicka velikost na pfistroji Horiba Scientific (software SZ-100). Velikost ¢astic
byla méfena pod thlem 173° v jednorazovych kyvetach (Brand GMBH, P-LAB, Praha,
Ceska republika) s hodnotou indexu lomu pro chitosan 1,540. Kazdé méfeni bylo provedeno
v minimaln€ 12 opakovanich pii teploté 25 °C. Vysledné hodnoty DLS byly urceny jako

prumér z téchto 12 méfeni doplnéné smérodatnou odchylkou métent.

3.8.2 Stanoveni zeta potencidlu ¢astic

Postup:

Pro meéfeni zeta potencidlu Castic bylo odebrano mnozstvi 250 pg ¢astic, které bylo
doplnéno na celkovy objem 1,5 ml deionizovanou vodou. Vzorek ¢astic byl pomoci plastové
sttikaCky pomalu vstfiknut do meéfici kyvety, kterd byla pred samotnym méfenim
proplachnuta vodou, aby se eliminovaly ptfipadné vzduchové bubliny, které by mohly
negativné ovlivnit vysledky méfeni. Samotnd kyveta je sloZena z komory pro vzorek
a z elektrod. Takto piipravena kyveta byla vlozena do analyzatoru Horiba Scientific
(software SZ-100) a byl zméten zeta potencial. Kazdé méteni bylo provedeno v minimalné

12 opakovanich pfti Ghlu rozptylu 90° a konstantni teploté¢ 25 °C pro udrzeni konstantni
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viskozity média. Vysledné hodnoty zeta potencidlu byly urceny jako primér z téchto 12

méteni doplnéné smérodatnou odchylkou méfeni. Byla pouzita hodnota Peakl size (Mean).

3.8.3 Analyza Castic metodou SEM

SEM (scanning electron microscopy) umoziuje pozorovani a zobrazeni povrchového
detailu a morfologie Castic s vysokym rozliSenim. SEM vyuziva paprsek elektrona
ke skenovani povrchu vzorku a zaznamenévani informaci o interakci elektronti s povrchem.
Z vystupnich dat SEM muzeme ziskat informace o tvaru, velikosti, struktuie a rozlozeni

¢astic.

Postup:
Analyzu vzorkti SEM poskytl pan Ing. Hromadko z CEMNATu Univerzity Pardubice.
Analyza probihala na skenovacim elektronovém mikroskopu (JSM 7500F, JEOL Ltd.).

Byla hodnocena detekce ¢éstic, mikrovlaken a jejich velikosti.

3.9 Adsorpce ovalbuminu na pripravené ¢astice
Principem adsorpce ovalbuminu na ¢astice je interakce mezi proteinem ovalbuminem
a nosi¢em. Uplatniuji se nizkoenergetické sily jako jsou Van der Waalsovy sily, iontové

interakce, vodikové vazby a hydrofobni interakce.

Pouzité roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

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

Postup:

Vzorky pfipravenych ¢astic CS:TPP, CS:TPP/HA, CS:TPP/Si0: v celkovém mnoZstvi
2 mg v roztoku, provedené v tripletu, byly pro odstranéni a separovani ¢astic od roztoku 4x
promyty 1 ml fosfatového pufru a vzdy po promyti centrifugovany 5 minut pii 1,7 - 10® RCF
a poté byl odtazen supernatant. Pro vazbu bylo k ¢asticim ptidano 500 pl 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,3 a 500 pl roztoku ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml (vysledné koncentrace 0,5
mg/ml). Reakéni smés byla inkubovana za mirného otdeni narotatoru 2 hodiny
pii laboratorni teploté. Pro stanoveni koncentrace sorbovaného proteinu na casticich byly

uchovany supernatanty ze vzorkl po vazbg.
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3.10 Stanoveni koncentrace ovalbuminu pomoci bicinchoninového testu
Bicinchoninovd (BCA) metoda MicroBCA™ vyuziva sodné soli kyseliny
bicinchoninové ke stanoveni koncentrace proteinit spektrofotometrickou metodou. Patfi
mezi kolorimetrické metody a principem tohoto testu je tvorba fialoveé zbarveného komplexu
kyseliny bicinchoninové s médnymi ionty Cu®, které vznikly redukci Cu?" iontl na Cu*
ionty po reakci s redukénim cCinidlem. Standardem pro kalibraci byl zvolen ovalbumin

o koncentraci 2 mg/ml, jehoz koncentracni fada byla pfipravena podle Tabulky 1. Intenzita

vvvvv

Poudité roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e roztoky A, B a C soucésti soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce
Biotechnology, Rockfor, IL, USA)
o Roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M
NaOH
o Roztok B: 4% 2,2’- bichinolin-4,4"- dikarboxylova kyselina (BCA)
v destilované vod¢
o Roztok C: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

e zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Postup:

Nejdiive byla ptipravena kalibracni fada o koncentracich ovalbuminu 0 az 200 pg/ml
dle tabulky 1. Redicim roztokem je 0,1 M fosfatovy pufr a zasobni roztok proteinu mél
koncentraci 2 mg/ml. Poté byl pfipraven pracovni roztok BCA dle pokynt vyrobce. Roztoky
A, B a C byly smichdny v objemovém poméru 25:24:1), jehoz mnozstvi se pfipravuje podle
poctu vzorki, které budou méteny, a to dle nasledujiciho vypoctu: (9 standardi + pocet
nezndmych vzorkl) x 3 opakovani x 150 pl.

Pro vyhodnoceni sorpce proteinu na casticich byla stanovena koncentrace proteinu
na ptipravenych vzorcich Castic dle kapitoly 3.11, v supernatantech po vazbé a v zdsobnim
roztoku proteinu proti slepym vzorkiim. Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano po 150
ul standardu (pro kalibra¢ni tadu) nebo supernatantu a ke kazdému ptidano 150 pl
pracovniho roztoku. Vzorky castic byly ponechdny v mikrozkumavkach a bylo k nim

ptidano 150 pl 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 a 150 ul pracovniho roztoku. Poté byla
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provedena inkubace ¢astic a mikrotitrani desticky se vzorky pti 37 °C po dobu 2 hodin.
Vzorky castic byly po celou dobu inkubovany za mirného otd¢eni na rotatoru. Po inkubaci
byly ¢&astice zcentrifugovany (5 minut/1,7 - 103 RCF), supernatant byl pienesen
do mikrotitra¢ni desticky a vSechny vzorky byly proméfeny na spektrofotometru Multiscan
pti 570 nm béhem 10 minut. Z absorbanci kalibra¢ni fady byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka
a koncentrace proteinu v neznamych vzorcich ana Casticich byla vypocitana pomoci

regresni rovnice kalibracni kiivky.

Tabulka 1: Hodnoty kalibracni fady pro metodu BCA.

zkumavka |  Objem 0,1 M Objem Vysledna koncentrace
fosfatového ovalbuminu [pl] | ovalbuminu [pg/ml]
pufru [pl]

A 900 100 200

B 925 75 150

C 950 50 100

D 980 20 40

E 990 10 20

F 995 5 10

G 998 2,5 5

H 999 1,25 2,5

I 1000 0 0 = blank

3.11 Vyhodnoceni ucinnosti adsorpce ovalbuminu na ¢astice a vazebné
kapacity castic

Postup:

U ptipravenych vzorkl ¢astic s ovalbuminem byla vypocitana ¢innost adsorpce
a vazebnd kapacita nosi¢e podle [94]. Tyto parametry byly kvantifikovany nepifimym
zplisobem ze stanoveni proteinu ze supernatantd castic metodou BCA. Supernatant
bez &astic byl pouzit jako slepy vzorek, aby se zamezilo interferenci. Uinnost adsorpce
vyjadfuje procento hmotnosti proteinu zachyceného v polymernim nosi¢i ve vztahu
k poc¢ateCnimu mnozstvi vlozeného proteinu (Rovnice 1). Kapacita nosice udavd hmotnost
proteinu, ktery je zachycen na cCasticich vztazeny k hmotnosti ¢astic v suchém stavu

(Rovnice 2).
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. tad (%] = celkovy vloZeny protein [ug/ml] — nenavazany protein po vazbé [ug/ml] 100
cinnost adsorpee 7ol = celkovy vloZeny protein [ug/ml]

Rovnice 1: Vypocet G¢innosti adsorpce v procentech.

celkovy vloZeny protein [ug/ml] — nenavazany protein po vazbé [ug/ml]

Vazebna k it ic =
azebné kapacita nosice [ug/me] hmotnost ¢astic v suchém stavu [mg]

Rovnice 2: Vypocet vazebné kapacity nosice vztazené k hmotnosti ¢astic v suchém stavu.

3.12 Kinetika uvolfiovani ovalbuminu z chitosanovych ¢astic

Metoda méteni kinetiky uvoliiovani proteinu z ¢astic byla prevzata podle [95].

Pracovni roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fostatovém pufru pH

7,3

Postup:

Na chitosanové castice, ptipravené dle kapitoly 3.3 byla provedena sorpce
ovalbuminu 0,5 mg v 1 ml 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3. U ¢astic byla sledovana mira
a kinetika uvolnéni proteinu do 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 pfi teploté€ 37 °C. 2 mg ¢astic
v tripletu bylo resuspendovdno v 5 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 vytemperovaného
na 37 °C. V pfipad¢ lyofilizace ¢astic byl 1 mg ¢astic resuspendovan v polovi¢nim objemu
2,5 ml fosfatoveého pufru. Tento roztok byl skladovan za intenzivniho otaceni v 37 °C
po celou dobu experimentu. V pravidelnych ¢asovych intervalech (15 minut az 24 hodin)
byly odebirany alikvoty po 0,3 ml a tento objem byl nahrazen 0,3 ml temperovaného pufru.
Alikvoty byly centrifugovany 5 minut pfi 1,7 - 103 RCF a poté bylo odebrano 150 ul
supernatantu, pro stanoveni koncentrace proteinu. Po ukonceni uvolilovani bylo zméteno
mnozstvi uvolnéného ovalbuminu ve frakcich, ve vazebném roztoku pied vazbou
ovalbuminu na ¢astice a v roztoku po vazb& ovalbuminu na ¢astice. Koncentrace byly
stanoveny metodou BCA uvedené v kapitole 3.10. Vypocet mnozstvi uvolnéného

ovalbuminu byl proveden podle nasledujici Rovnice 3 [95].
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Rovnice 3: Vypocéet mnozstvi uvolnéného ovalbuminu v procentech.

Pro vyhodnoceni uvoltiovani ovalbuminu z ¢astic byla pouzita metoda kumulativni
kiivky podle [95], ktera vyjadiuje koncentraci uvolnéného ovalbuminu v odebranych
frakcich vztazenou k ptivodni koncentraci ovalbuminu na casticich v Case. Mnozstvi
uvolnéného ovalbuminu z ¢astic bylo sledovano v tripletu vzorkd, byly vypocitané praimérné
hodnoty a smérodatnd odchylka. Kumulativni princip vyhodnoceni uvolnovani proteinu
z Castic spociva v postupném scitani uvolnéného proteinu v case. Vysledkem je kumulativni

graf zavislosti mnozstvi uvolnéného proteinu v prubéhu celého experimentu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentti bylo pfipravit a nasledné charakterizovat biokompatibilni ¢asticové
nosice, které budou mit vhodné vlastnosti pro vyuziti v oblasti cileného dorucovani proteinii
a 1éciv. Idealni nosi¢ vytvari homogenni a monodisperzni roztok ¢astic, a se stabilitou Castic
bez tvorby agregati. Dale bude mit vysokou ucinnost sorpce a s pomalym uvoliovanim
proteinti €i léCiv. VSechny tyto vlastnosti by mély zUstat stabilni i po lyofilizaci nosice, ktera
slouzi k zachovani fyzikalné-chemickych vlastnosti biomaterialti [87]. Cilem této prace bylo
mimo jiné vytvofit kompozit z ¢astic z chitosanu a SiO».

Pro piipravu &astic byl zvolen chitosan a kyselina hyaluronova. Castice byly
pripraveny metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu s tripolyfosfatem, ktery byl pouzit
jako zesit'ovaci ¢inidlo. Metoda probiha na principu elektrostatickych interakci mezi kladné
nabitymi aminoskupinami chitosanu (NH3", pKa acetylovanych skupin je 6,5) a zaporné
nabitymi anionty tripolyfosfatu (O", pKa se pohybuje v rozmezi 7,1 az 7,4 v zavislosti na pH
roztoku). V ptipad¢ obaleni ¢astic do kyseliny hyaluronové se méni kladné nabity povrch
Castic chitosanu na negativni. Diky zaporné nabitému povrchu ¢astic mize vin vivo
systémech dochézet k interakcim s pozitivné nabitym povrchem bunék, jako jsou naptiklad
karcinomy [53].

Pomér chitosanu a TPP 5:1 byl zvolen podle [97]. U ptipravenych Castic bude sledovana
prumérna hydrodynamické velikost ¢astic, polydisperzni index a zeta potencial pro urceni
stability nosice. Pfipravené ¢astice budou lyofilizovany z roztoku, s cilem sledovani zmén
vlastnosti. Dal§im krokem bude provedeni sorpce modelového proteinu a sledovana mira
ucinnosti adsorpce proteinu. U ¢astic bude sledovana kinetika uvoliiovani proteinu z nosice
do pufru, ktery simuluje in vivo prostredi.

Porovnanim vysledkli ¢astic chitosanu a kyseliny hyaluronové bude vybran
nejvhodnéjsi nosi¢, se kterymi se vytvoii kompozit s mikrovldkny oxidu kiemicitého.
U kompozitu budou hodnoceny stejné parametry. Zavedeni mikrovlaken oxidu kiemicitého

by mélo zvysit stabilitu ¢astic a tepelnou a chemickou odolnost.
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4.1 Priprava a charakterizace chitosanovych ¢astic
Pro pfipravu chitosanovych castic byl pouzit chitosan od spolecnosti Primex
o molekulové hmotnosti 110-360 kDa a vysokym stupném deacetylace (> 95 %).

Chitosanové Castice s tripolyfostatem byly ptipraveny podle kapitoly 3.3.

Optimalizace objemovych pomérit chitosanu a tripolyfosfitu

Z ptedchozich experimentii vyplynulo, Ze je charakter ptipravenych ¢astic zavisly mimo
jiné na celkovém objemu pouzitych roztokii CS a TPP. Z tohoto diivodu jsme porovnali
ptipravu s odlisnym celkovym objemem chitosanu a TPP a se zachovanym pomérem 5 : 1.
Celkovy objem byl 36 ml. U castic byla zméfena hydrodynamickd velikost cCastic,

polydisperzni index a zeta potencidl. VSechny namétené parametry jsou shrnuty v tab. 2.

Tabulka 2: Primérmé hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potencialu CS:TPP castic
v objemovych pomérech 5:1; 7,5:1,5; 10:2; 15:3 (pocet opakovani 3).

Celkovy objem (ml), 6 9 12 18

v/v pomér CS:TPP 5:1 75:1,5 10:2 15:3
DLS 141,33 £6,63 | 122,57 + 18,4 | 199,63 + 14,03 | 256,6 = 186,5
PDI 0,42+0,07 | 0,53+0,15 0,54 £ 0,08 1,02+ 1,06

Zeta potencial [mV] | 20,17+ 17,53 | 32,8+5,8 1,63 £5,23 0,2+0,1

Z vysledki analyz bylo zjiSténo, ze celkovy objem velmi ovlivni vSechny parametry
¢astic, jak DLS, PDI, tak i zeta potencial.

Hodnoty DLS se od poméru 10 : 2 zvétSuji se zvySujicim se piipravenym objemem.
Zaroven se zvySuje 1 smérodatnad odchylka, ktera zifejmé indikuje vznik agregath Castic
béhem pfiipravy, a tedy i distribuci ¢astic riiznych velikosti. Hodnota PDI je u objemu 6; 9
a 12 ml obdobna. U objemu 18 ml se PDI zvysilo na hodnotu 1,02 + 1,06. To potvrzuje
uvahu o vzniku agregat ¢astic béhem piipravy. Naopak hodnota zeta potencidlu castic
se snizuje se zvySujicim se celkovym objemem. To svéd¢i o snizovani koloidalni stability
castic.

Hodnoty velikosti a indexu polydisperzity ¢astic byly az do celkového objemu 12 ml
piijatelné, s limitem PDI do 0,6 ale hodnota zeta potenciélu je stale nizka. Proto také nejsou

vhodnou volbou pro nosi¢ové systémy. Stupen nerovnomérné distribuce velikosti Castic,
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tedy polydisperzity, popisuje hodnota PDI. Pro casticové systémy, zalozené
na polysacharidech, se obvykle povazuje hodnota PDI do pfiblizné 0,6 za maximalni mezni
hodnotu disperze.

Priimérnd hodnota zeta potencialu u nejvyssiho celkového objemu byla témét nulova,
coz znamena, ze ¢astice maji maly naboj a jsou nachylné k agregaci. To se také potvrdilo
se zminénou velikosti ¢astic. Agregace muze ovlivnit fyzikalni vlastnosti nosi¢ového
systému, miize vést ke ztraté stability a snizeni G¢innosti nosice. Agregaty mohou také
blokovat nebo snizit dostupnost aktivnich mist pro interakci s cilovymi molekulami.

Ze vsech uvedenych duvodil byl pro ptipravu ¢astic CS:TPP pouzivan postup

s objemem nejvyse 9 ml.

Dialyza chitosanovych castic

V dalsim kroku byl sledovan vliv dialyzy ¢astic na vlastnosti ¢astic do 0,1 M
acetatového pufru (pH 5). Dialyza pfipravenych castic se provadi za Gcelem odstranéni
volnych nebo malych molekul, viz tab. 3. Tento krok pfedchézel obaleni chitosanovych
¢astic kyselinou hyaluronovou. Z tohoto divodu byla dialyza provedena do acetdtového

pufru. Pokud by nenasledoval tento krok, tak by dialyza probihala do destilované vody.

Tabulka 3: Primérné hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potencialu CS:TPP ¢Eastic
po priprave a po dialyze (pocet opakovani 3).

CS:TPP castice po | CS:TPP &astice po
pripravé dialyze
DLS [nm] 141,33 + 6,63 106,9 + 26
PDI 0,42+ 0,07 0,58 £ 0,37
Zeta potencial [mV] 21,83 + 10,54 12,07 + 9,66

Hodnoty primérné hydrodynamické velikosti po dialyze do 0,1 M acetatového pufru
(pH 5) vykazuji zmenSeni ¢astic, jak je vidét v tab. 3. Hodnoty polydisperzniho indexu
se zvetSily. Moznym diivodem je ztrata vétSich iontd, ktera vede ke zméné povrchového
naboje Castic a naruSeni jejich stability.

Hodnota zeta potencialu po dialyze se snizila na 12,07 + 9,66 mV a také ukazuje

na snizeni koloidalni stability Castic.
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4.2 Priprava a charakterizace chitosanovych ¢astic s Kkyselinou

hyaluronovou
V dalsim kroku byly ptipraveny CS:TPPP castice podle optimalizované metody
piipravy, obalené do HA.
CS:TPP/HA castice byly vytvofeny v prvnim kroku podle optimalizovaného postupu
viz kapitola 3.4, a podle metody 3.6 byla provedena dialyza do acetatového pufru. Castice

byly obaleny HA (Contipro) s molekulovou hmotnosti 150-350 kDa.

Tabulka 4: Primérné hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potencialu CS:TPP/HA c¢astic
po priprave a po dialyze (pocet opakovani 3).

CS:TPP/HA c¢astice CS:TPP/HA
po pripravé castice po dialyze
DLS [nm] 277,61 £5,41 266,55 £ 9,6
PDI 0,42 +0,1 0,22 £ 0,06
Zeta potencial [mV] -30,63 + 5,43 -32,85+4,95

U chitosanovych ¢éstic s kyselinou hyaluronovou byl pted dialyzou prométen jejich
DLS, PDI a zeta potencial. Vysledky v tab. 4 potvrdily, Ze po obaleni chitosanovych Castic
kyselinou hyaluronovou se zméni pozitivné nabity povrch Castic na negativné nabity.
Velikost ¢astic se po dialyze zmenSila. Hodnota polydisperzniho indexu se po dialyze také
snizila z 0,42 + 0,1 na 0,22 £ 0,06, coz naznacuje vice homogenni rozlozeni velikosti ¢astic
v roztoku, a je Zadouci pro nosiCové systémy. Zmeny zeta potencialu jsou zanedbatelné

a také naznacuji stabilitu ¢astic.
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Graf 1: Velikost ¢astic CS:TPP a CS:TPP/HA po dialyze v 0,1 M acetatovém pufru pH 5 (pocet
opakovani 3).

Castice s navazanou HA vykazovaly zvétSeni velikosti (Graf 1) oproti samotnym

chitosanovym ¢asticim. Mensi velikost samotnych CS:TPP ¢astic mtize souviset s dialyzou

do acetatovém pufru.

4.3 Vliv lyofilizace na fyzikilné-chemické charakteristiky castic

Dtivod k lyofilizaci ¢astic z chitosanu bylo né€kolik. Jednim z nich bylo zachovat
charakteristiky Castic po dlouhou dobu skladovéni, dalsim divodem byla SEM analyza,
ktera vyzadovala suchy vzorek ¢éstic.

Lyofilizace spo¢iva v odpafovani vody z materidlu pfi nizké teploté¢ a tlaku a ma
vyznamny vliv na fyzikalné-chemické charakteristiky Castic. Lyofilizace ¢astic se provadi
predevsim z ditvodu jejich stabilizace a prodlouzeni jejich skladovatelnosti. Diky lyofilizaci
se také snizuje riziko bakteridlniho a enzymatického rozkladu ¢astic, coz je velmi dilezité
pfedevsim v piipadé€ biologickych materiali.

Béhem lyofilizace mohou ¢astice cCelit riznym fyzikdlnim a chemickym zméndm,
které mohou mit vliv na jejich vlastnosti. V prvni fadé se béhem lyofilizace ¢astice vysusuji,
coz muze vést ke zméné jejich velikosti a tvaru. Céstice mohou ztratit svou ptvodni
hydrataci a shlukovat se do vétsich agregatt [89].

Pouzitim kryoprotektantu (napt. trehaldézy, manitolu aj. [89]) se snizuje riziko
poskozeni cCastic. Trehaldza vytvaii ochrannou vrstvu kolem ¢astic, kterda pomaha udrzet
jejich stabilitu behem lyofilizace a dalSiho uchovéavani. Podminky pouziti trehalozy byly

ptevzaty podle [26].
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Nejprve byly pfipraveny vzorky chitosanovych castic (kapitola 3.3) a ¢éstic
s kyselinou hyaluronovou (kapitola 3.4) a podle kapitoly 3.7 byla k takto pfipravenym
vzorkim ptidéna trehaldza, s vyslednou koncentraci 5 % jako kryoprotektant pro naslednou
lyofilizaci na Katedie analytické chemie ve spolupraci s panem doc. Ing. Liborem
Cervenkou, Ph.D. Po lyofilizaci byly &astice rozpu$tény v deionizované vodé a byly
hodnoceny zmény v hydrodynamické velikosti, polydisperzni index a zeta potencial. Tyto
hodnoty byly porovnany s hodnotami pted lyofilizaci. Namétené hodnoty jsou uvedeny

v tab. 5.

Tabulka 5: Primérné hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potencialu CS:TPP cCastic
cerstvych a po lyofilizaci (pocet opakovani 3).

CS:TPP ¢astice CS:TPP ¢astice
cerstvé po lyofilizaci
DLS [nm] 199,63 £+ 14,03 208,33 +£ 20,17
PDI 0,54 + 0,08 0,57+ 0,09
Zeta potencial 3047 £ 6,37 24,03 + 1,01
[mV]

Z vysledki v tab. 5 1ze zhodnotit, ze DLS velikost a PDI ¢astic po lyofilizaci se témét
nezménily. Hodnoty polydisperzniho indexu jsou v obou piipadech kolem hranice hodnoty

0,6. Hodnoty zeta potencialu po lyofilizaci ukazuji na mirné sniZeni stability ¢astic.

Tabulka 6: Primémé hodnoty hydrodynamickeé velikosti, PDI a zeta potencialu CS: TPP/HA castic

Cerstvych a po lyofilizaci (po¢et opakovani 3).

CS:TPP/HA &stice | Co:1PP/HA
o . castice po
cerstve . .
lyofilizaci
DLS [nm] 27823 +5.57 2733 4,93
PDI 0,38 £ 0,07 0,38 + 0,05
Zeta potencial 26,17 £ 4,77 22,83 +5.87
[mV]

Stejné parametry byly hodnoceny také u chitosanovych ¢astic obalenych kyselinou
hyaluronovou. Vysledné hodnoty jsou uvedené v tab. 6. Zde se priimérna velikost ¢astic pied
lyofilizaci a po lyofilizaci liSila jen nepatrn€. Hodnoty polydisperzniho indexu potvrzuji,
ze velikost Castic po lyofilizaci je nezménénd. Lze tedy usuzovat, ze ¢astice jsou stabilni

v obou ptipadech. To potvrzuje i zeta potencidl, ¢astice maji zaporny naboj a jsou v roztoku
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stabilni. Po lyofilizaci se hodnota zeta potencidlu mirn¢ zvysila, ale mize byt indikaci dobré

stability ¢astic v disperzi.

350
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W ¢astice po lyofilizaci
0

Graf 2: Vliv lyofilizace na CS:TPP a CS:TPP/HA (pocet opakovani 3).
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V Grafu 2 jsou porovnany velikosti cCerstvé pripravenych ¢astic CS:TPP
a CS:TPP/HA. V obou ptipadech se velikost po lyofilizaci mirn€ zvétsila, ovSem nepatrné.

Po lyofilizaci jsou tedy ¢astice stabilni, coz dokazuje také hodnota PDI pod 0,6.

4.3.1 Hodnoceni pripravenych ¢astic metodou SEM

Lyofilizace ¢astic CS:TPP a CS:TPP/HA umoznila analyzu metodou SEM. Analyza
rastrovaci elektronovou mikroskopii umoziuje dalSim zpiisobem sledovat tvar a velikosti
¢astic. Vzorky castic CS:TPP a CS:TPP/HA byly piipraveny a lyofilizovany podle metody
v kapitole 3.7. SEM analyzu provedl pan Ing. Hroméadko na pracovisti CEMNAT. SEM

fotografie byla ziskdna pomoci prochazejicich elektrond s riznym zvétSenim a rozliSenim.
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100nm CS-TTP 4/
GB_HIGH WD 4.6mm

100nm CS-HA 4/17/2023 100nm CS-HA 4/17/2023
GB HIGH WD 4.8mm 13:54:33 50,000 s GB_HIGH WD 4.8mm 13:46:56

Obrazek 7: Skenovaci elektronové mikrofotografie Castic a, b) CS:TPP; c, d) CS:TPP/HA.

Z Obr. 7 jsou patrné jednotlivé Castice, koncentrace castic pied lyofilizaci byla
250 ug v 1 ml deionizované vody. Velikost CS:TPP ¢astic je na SEM snimkach mensi
(v rozmezi 22—-66 nm) v porovnani s hydrodynamickou velikosti méfenou pomoci DLS
(159,1 £ 6,30 nm). Tento rozdil, mizZe byt zplisobeny tim, Ze DLS mé&fi hydrodynamicky
prameér ¢astic v roztoku, tj. véetné hydratacniho obalu, zatimco SEM méfi velikosti suchych
¢astic. Jednalo se o pilotni méfeni velikosti jednotlivych detekovanych ¢astic.

Velikost ¢astic s HA se v porovnani se samotnymi ¢asticemi zvétSila na velikost
v rozmezi 50-100 nm. V porovnani s hydrodynamickou velikosti métenou pomoci DLS
(270,8 = 9 nm) je velikost analyzovand pomoci SEM mnohem mensi. Ve srovnani s DLS
(kde je hydratacni obal), jsou bez hydratacniho obalu. Opét se jednalo o pilotni studii

velikosti.
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4.4 Adsorpce ovalbuminu na ¢astice a vlakna

Dalsim experimentem pro charakterizaci pfipravenych ¢astic a vybér vhodnych castic
pro kompozit s SiO> bylo sledovani miry adsorpce modelového vysokomolekularniho
proteinu ovalbuminu (OVA) na castice a vldkna. Izoelektricky bod (pI) ovalbuminu
se pohybuje v rozmezi 4,5 — 4,9. Molekulova hmotnost OVA je 42,881 Da.

Adsorpce proteinu na ¢astice je proces, pii kterém se protein v zavislosti na hodnot¢
svého pl vaze na povrch Castic a dochazi zde k vytvofeni proteinové vrstvy. Adsorpce
spociva v pfitazlivych interakcich mezi povrchem adsorbentu a adsorbovanymi molekulami.
Tyto interakce jsou obvykle slabé a jsou ovlivnény vlastnostmi adsorbentu a adsorbovanych
molekul, jako jsou polarita, velikost, tvar, pH a iontova sila. VétSina proteinti obsahuje
hydrofobni a hydrofilni oblasti, které se mohou vézat na rizné typy povrchii Castic.
V ptipad¢ chitosanovych castic jsou uplatnény kladné naboje aminoskupin na povrchu
¢astic, které adsorbuji zaporné nabité karboxylové skupiny ovalbuminu.

Utinnost adsorpce ovalbuminu na ¢astice miize byt zvySena vhodnym vybérem pH
roztoku, jehoZ hodnoty jsou odlisné od izoelektrického bodu ovalbuminu. Naboj OVA

je v takovém pH nejniZsi a interakce s nabojem ¢€astic jsou silnéjsi.

Optimalizace koncentrace ovalbuminu v sorpci

Cilem experimentu bylo vybrat nejvhodnéjsi koncentraci ovalbuminu, ktery se bude
vazat na castice s nejvyssi ucinnosti. Dale také porovnat jednotlivé adsorbenty pro vazbu
OVA a jejich ucinnost vazby. Jako adsorbenty jsem zvolila castice CS:TPP (5:1),
CS:TPP/HA a SiO: mikrovldkna. Slepymi vzorky pro castice anebo mikrovlakna
s navazanym proteinem byly pouzity Castice anebo vlakna bez proteinu v 0,1 M fosfatovém
pufru pH 7,3.

Adsorpce ovalbuminu probihala na 2 mg ¢astic/vlaken po dobu 2 hodin za laboratorni
teploty pfi mirném otaceni, podle kapitoly 3.9. Koncentrace OVA v roztocich byla
stanovena metodou BCA podle kapitoly 3.10 podle postupu pievzatého z kitu MicroBCA™,
Pro odecet presné koncentrace ovalbuminu byla pfipravena kalibracni kiivka (Graf 3),

s rovnici regrese y = 0,0082x + 0,0473 a hodnotou spolehlivosti R* = 0,9942.
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Graf 3: Kalibracni kiivka ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml pro stanoveni koncentrace proteinu
metodou BCA pfi vinové délce 570 nm (pocet opakovani 3).

Nejprve byla provedena optimalizace koncentrace ovalbuminu pro sorpci na CS:TPP
¢astice, s koncentracemi OVA 125, 250 a 500 pg/ml. Po provedeni sorpce pro vSechny
koncentrace a stanoveni ovalbuminu byla vypoctena uc¢innost adsorpce a adsorpcni kapacita.

Nepiimé hodnoceni ucinnosti adsorpce bylo vypoctené dle Rovnice 1 v kapitole 3.11.
Utinnost adsorpce vyjadiuje pomér mezi mnozstvim adsorbované latky a pocateénim
mnozstvim latky v roztoku, vyjadieny v procentech. Kapacita nosic¢e byla vypoctena podle
Rovnice 2 zkapitoly 3.11 a udavd hmotnost proteinu, ktery je zachycen na ¢asticich

vztazeny k hmotnosti ¢astic v suchém stavu.
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Graf 4: U¢innost adsorpce OVA hodnocena nepiimou detekci metodou BCA s koncentracemi
OVA 125,250 a 500 ug na 2 mg CS:TPP ¢astic (pocet opakovani 3).
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V Grafu 4 jsou porovnany uc¢innosti adsorpce OVA pii riiznych koncentracich na 2 mg

cvwvr

a to pouhych 4,64 %. O néco vyssi t€innost méla koncentrace OVA 250 pg/ml, a to 19,39 %.
Nejvyssi hodnoty (26,96 %) dosahla koncentrace OVA 500 ug/ml.

Tabulka 7: Vazebnd kapacita nosi¢e (CS:TPP) vztaZzend na 2 mg ¢astic hodnocena metodou BCA
pro koncentrace 125, 250 a 500 ug/ml (poc¢et opakovani 3).

Koncentrace vazaného | Vazebna kapacita CS:TPP
OVA [ pg/2 mgj
125 pg/ml 6,3
250 pg/ml 214
500 pg/ml 64,7

V tab. 7 jsou uvedeny hodnoty vazebné kapacity nosice, v tomto piipadé¢ CS:TPP castic,
pro koncentrace 125, 250 a 500 pg/ml. Z vysledku je zfejmé, Ze nejvyssi vazebna kapacita
je u koncentrace OVA 500 pg/ml.

Pro dal$i experimenty i s ostatnimi materialy byla pouZita koncentrace 500 pg/ml
ovalbuminu na 2 mg ¢astic.

Ve vysledcich diplomové prace Alexandry Bolkové [97], je uvedeno, ze u€innost sorpce
byla pfiblizn¢ 42,15 % z celkového mnozstvi vlozené¢ho proteinu. Podobny experiment
probihal za odliSnych podminek a vysledky obou experimentli se vyrazné lisi.
V experimentu z diplomové prace [97] byl pouzit pomér CS:TPP — 2:1 a hmotnost ¢astic,
na kterych probihala vazba, byla 4 mg. Dale se liSila DLS velikost castic, ktera
se pohybovala v hodnotach 255 + 6,27 nm.
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Porovnani ucinnosti adsorpce ovalbuminu na Castice s kyselinou hyaluronovou

a mikrovldakna oxidu kiremicitého a kapacity nosici

V dalsim experimentu byly jako adsorbenty pouzity ¢astice CS:TPP/HA

a mikrovldkna SiOz. Bylo sorbovano 500 pg ovalbuminu na 2 mg ¢astic.

Tabulka 8: Hodnoty G¢innosti adsorpce na CS:TPP/HA castice a SiO, mikrovlakna hodnocené
nepiimou detekci metodou BCA a vypocet vazebné kapacity nosice vztazené na 2 mg Castic/vlaken
(pocet opakovani 3).

CS:TPP/HA SiO2

Utinnost adsorpce — nepiimé
hodnoceni [%] 17.45 22,65
Vazebna kapacita nosice [png/2 mg] 51,8 55,6

Z vypoctu pro nepiimé hodnoceni uCinnosti adsorpce proteinu vidime v tab. §,
ze castice CS:TPP/HA mély uc¢innost sorpce 17,45 %, zatimco SiO; mikrovldkna meéla
22,65 %. Vazebna kapacita nosic¢e vztazend na 2 mg ¢astic/mikrovlaken byla u CS:TPP/HA
¢astic 51,8 pg au SiO; byla 55,6 pg.
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Graf 5: Uginnost adsorpce OVA hodnocené neptimou detekci metodou BCA s koncentraci OVA
500 pg/mlu CS:TPP, CS:TPP/HA a SiO; (pocet opakovani 3).

V Grafu 5 jsou porovnany uc¢innosti sorpce ovalbuminu o koncentraci 500 pg/ml

na jednotlivé adsorbenty. Nejvyssi ucinnost sorpce OVA mély samotné chitosanové Castice
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(CS:TPP), a to 26,96 %. Pro dalsi praci s tvorbou kompozitu s SiO, mikrovlakny vychazi

jako nejvhodnéjsi nosi¢ CS:TPP ¢astice.

4.5 Hodnoceni vytvoreného kompozitu s chitosanovymi ¢asticemi
a mikrovlakny oxidu kfemicitého
Si02 materialy se pouZivaji jako pomocny material v kompozitech. Kombinace SiO2

mikrovlaken s ¢asticemi chitosanu muze vést ke zlepSeni mechanickych vlastnosti,

biokompatibility a stability nosicového systému.

Stanoveni zeta potencialu u kompozitu

U kompozitu CS:TPP a SiO; mikrovldken piipravené¢ho podle kapitoly 3.5 byl
zméfen zeta potencial. Hodnoty zeta potencidlu u samotnych mikrovlaken mély velmi
nestabilni hodnoty. Pohybovaly se v rozmezi od kladnych 0,9 mV do zépornych -2,9 mV
hodnot. Hodnoty zeta potencialu u kompozitu byly téz velice nestabilni, pohybovaly se jak
v kladnych (nejvyssi hodnota byla +36,3 mV), tak zdpornych hodnotach (nejnizsi hodnota
byla -13,7 mV). Kombinace ¢astic s vlakny mohla mit nejspis vliv na vysledky méfeni zeta
potencialu. Vlakna maji svlij nestabilni ndboj a mohou tak ovlivnit nabojové vlastnosti
kladné nabitych chitosanovych ¢astic, které jsou s nimi kombinovéany. Nejspi§ doslo
k tvorbé komplexii, kde jsou naboje ¢astic a vldken vykompenzovéany, a to muize vést

k vyskytu jak kladnych, tak zapornych hodnot zeta potencialu v jednom vzorku.

Hodnoceni kompozitu metodou SEM
Pomoci SEM metody byla analyzovana struktura a velikost SiO; vlaken v kompozitu

s CS casticemi. Vysledky analyzy jsou zobrazeny na Obr. 8.
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Obrazek 8: Skenovaci elektronové mikrofotografie nanoc¢éstic chitosanu s mikrovldkny oxidu
kfemicitého.

Opm R25S-VP1 9/1
WD 8.0mm 1!

Obrazek 9: Skenovaci elektronové mikrofotografie samotnych mikrovlaken oxidu kfemicitého.
Poskytnuto s laskavym svolenim Ing. Hromadko, CEMNAT.

Pro zobrazeni vldken bylo pouzito zvétSeni 5 000 — 50 000x. Na Obr. 9 jsou
zobrazena pivodni samotna mikrovladkna. Vlakna jsou relativné tlustd, proto bylo skenovano
mimo né. Na Obr. 8 vlevo je patrné mikrovldkno SiO2 v matrici s ¢asticemi chitosanu,
vpravo na Obr. 8 potom detail chitosanovych &astic. Castice mély velikost piiblizné 100 nm.

Struktura ¢astic je v ptipadé¢ kompozitu zachovana.

Adsorpce ovalbuminu na kompozit

DalSim experimentem byla sledovdna mira adsorpce ovalbuminu na kompozit
CS:TPP/Si0;. Vazba ovalbuminu metodou adsorpce (podle kapitoly 3.9) probihala na 2 mg
kompozitu, a to v poméru 1:1, tedy 1 mg CS:TPP a 1 mg mikrovlaken SiO,. Adsorpce OVA
probihala po dobu 2 hodin za laboratorni teploty pfi mirném ot4dCeni. Koncentrace
navazaného a nenavazaného OVA na kompozitu byla stanovena metodou BCA podle

kapitoly 3.10 na spektrofotometru.
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Graf 6: Uginnost adsorpce OVA hodnocené neptimou detekci metodou BCA s koncentraci OVA
500 pg/mlu CS:TPP a CS:TPP/Si0O; (pocet opakovani 3).

Na kompozit CS:TPP/SiO, se metodou adsorpce navazalo 23,84 % z celkového
vlozeného ovalbuminu (zndzornéno v Grafu 6). To je v porovnani se 2 mg CS:TPP ¢éstic
pouze o 3,12 % méné. Lze tedy uvazovat, Ze se sorbuje téméf stejné mnoZstvi ovalbuminu
a ucinnost sorpce se vazbou SiO; mikrovldken jen mirn¢ snizila. Vlakna oxidu kifemicitého
jsou povrchové zaporné nabitd, coz miize adsorpci negativné nabitého ovalbuminu snizit.
DalSim dilezitym faktorem je, Ze v kompozitu bylo poloviéni mnoZstvi chitosanovych
¢astic, tedy 1 mg CS a 1 mg SiO; vldken, na které se mohl sorbovat OVA.

Kapacita nosice pro CS:TPP ¢astice byla 64,7 ug a CS:TPP/SiO2 mély 62,6 pgna 2 mg

éastic.

4.6 Kinetika uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic

Pro sledovani kinetiky uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic za urcity ¢asovy usek (15 min
az 24 h) byly pouzity CS:TPP, CS:TPP/HA castice a kompozit CS:TPP/SiO2 s navazanym
modelovym proteinem ovalbuminem o koncentraci 500 pg v 1 ml 0,1 M fostatového pufru
pH 7,3 podle kapitoly 3.9. Uvoliiovani probihalo do 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3 pfi
37 °C pfi intenzivnim michéni.

Uvolnovani proteinu z C¢astic obecné zavisi na nékolika faktorech, a to jak
na vlastnostech adsorbentu (zpiisob ptipravy, velikost a porozita ¢astic), tak i na vlastnostech
vazaného proteinu (izoelektricky bod) i na reakénich podminkéch, jako naptiklad na iontové
sile, pH prostiedi ¢i teploté [98]. Experiment probihal pii 37 °C, kterd se obecn¢ pouziva

pro in vitro studie, a to jako fyziologicka teplota lidského téla [96]. Proces lyofilizace mtize
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ovlivnit kinetiku uvoliiovani proteinu tim, Ze se mohou zménit nékteré fyzikalné-chemické
vlastnosti ¢astic, predev§im velikost ¢i poréznost. Miize také do jisté miry ovlivnit strukturu
proteinu. Tyto zmény mohou ovlivnit rychlost a rozsah uvoliiovani proteinu z astic.

Pro vyhodnoceni uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic byla pouzita metoda kumulativni
kiivky podle [96], kterda vyjadifuje procentudlni hodnoty uvolnéného ovalbuminu
z chitosanovych ¢astic v promyvacich frakcich v ¢ase, vztazené ke koncentraci ovalbuminu
na Casticich. Princip kumulativni kfivky spociva v méfeni mnozstvi uvolnéného proteinu
v prub¢hu Casu a postupném s¢itani tohoto mnozstvi s mnozstvim uvolnénym v piedchozich

¢asovych intervalech.

Uvoliiovani ovalbuminu 7 chitosanovych Castic a Castic s kyselinou hyaluronovou

V tomto experimentu byla sledovana kinetika uvoliiovani u CS:TPP a CS:TPP/HA

¢astic. Kumulativni kiivka uvoliiovani OVA z ¢astic je znazornéna v Grafu 7.
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Graf 7: Kumulativni kiivka uvolnovani ovalbuminu z CS:TPP ¢astic v promyvacich frakcich
z Cerstve pripravenych Castic a Castic po lyofilizaci; uvoliiovani z CS:TPP/HA po lyofilizaci (pocet
opakovani 3).

Z kiivek je patrné, Ze nejvice proteinu se uvolnilo z cerstvych CS:TPP castic.
Po lyofilizaci téchto ¢astic se uvolnilo o néco méné OV A nez z Cerstveé pripravenych castic.
Castice s kyselinou hyaluronovou vykazovaly nejnizs$i miru uvoliiovani OVA, coZ souvisi

s nizkou kapacitou sorpce OVA na CS:TPP/HA. Pocatecni hodnota uvoliiovani

74



u CS:TPP/HA zacinala na hodnoté¢ 0,94 % a nejvyssi hodnota uvolniovani dosahovala
6,60 %.

Uvolilovani OVA u cerstvych CS:TPP ¢astic zacalo na pocateéni hodnoté 5,83 %,
u ¢astic po lyofilizaci se pocatecni hodnota snizila na 4,12 %. V obou piipadech byla
zavislost linearni s hodnotou spolehlivosti R2=0,9908 pro &erstvé a R?=0,9618 pro &astice
po lyofilizaci.

Nejvyssi hodnoty uvolnovani byly pozorovany u cCerstvych CS:TPP castic, které
dosahovaly 33,82 %. U castic po lyofilizaci byla nejvyssi hodnota 21,86 %. U samotnych
chitosanovych ¢astic jsou kiivky strméjsi nez u Castic s HA. To poukazuje na postupné
uvolnovani OVA, na rozdil od CS:TPP/HA, kde se v prib¢hu ¢asu uvolnilo minimum

proteinu.

Uvoliiovani ovalbuminu 7 kompozitu

Pro vyhodnoceni uvoliovani ovalbuminu z kompozitu byla téZ pouZita metoda
kumulativni kiivky podle [96]. Kumulativni kiivka uvoliiovani OVA z kompozitu

CS:TPP/S10; je znazornéna v Grafu 8.
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Graf 8: Kumulativni kfivka uvoliiovani ovalbuminu z CS:TPP/SiO2 v promyvacich frakcich
z Cerstvé piipravenych ¢astic a ¢astic po lyofilizaci (pocet opakovani 3).

75



Uvolnovani OVA u cerstvé piipravené¢ho CS:TPP/SiO> kompozitu zacinalo
na hodnoté 3,94 %, u kompozitu po lyofilizaci se po¢atecni hodnota snizila na 2,31 %.
V obou piipadech byla zavislost linearni s hodnotou spolehlivosti R2= 0,9992 pro &erstvy
aR? =0,9999 pro kompozit po lyofilizaci. V porovnani se samotnymi CS:TPP &asticemi
sevice OVA wuvolnilo ze samotnych CS:TPP ¢{astic, ovSem musime uvazovat,

ze v kompozitu bylo polovi¢ni mnozstvi CS castic, tedy 1 mg, na ktery se mohl véazat protein.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byla optimalizovdna piiprava Castic z chitosanu a kyseliny
hyaluronové v kombinaci s mikrovldkny oxidu kiemicitého. Castice a vlakna byla poté
charakterizovana. Cilem bylo vytvofit biokompatibilni nosi¢ modelového proteinu
ovalbuminu, ktery by mél piijatelnou velikost, dobrou stabilitu, vysokou G¢innost adsorpce
a fizené uvoliiovani proteinu ovalbuminu.

Nejprve byly pfipraveny chitosanové Castice s tripolyfosfatem metodou ionotropniho
gelovaténi. Byla provedena optimalizace pfipravy s odliSnymi celkovymi objemy chitosanu
a TPP a se zachovanym pomérem 5:1. Byly pfipraveny cCtyfi rizné piipravy objemovych
poméru chitosanu a TPP. Z diivodu snizovani koloidalni stability ¢astic pii vy$Sim mnozstvi
celkového objemu bylo stanoveno, Ze pro piipravu ¢astic CS:TPP bude pouzivan postup
s objemem nejvyse do 9 ml.

Za tUcelem odstranéni volnych nebo malych molekul po procesu piipravy byla
provedena dialyza ¢astic. Po dialyze doslo ke zmenseni CS ¢astic na velikost 106,9 + 26 nm.
Hodnota zeta potencialu (12,07 = 9,66 mV) poukazovala na nizsi stabilitu ¢astic. Moznym
diivodem mohla byt neadekvatni rychlost michani béhem procesu dialyzy, kterd zptisobila
rozpad vétSich ¢astic.

Dale byly pfipraveny chitosanové Castice obalené kyselinou hyaluronovou, které
dosahovaly velikosti 266,55 £ 9,6 nm a jejich povrchovy ndboj se zménil z kladného
na zaporny, a to na hodnotu -32,85 + 4,95 mV, ktera ukazuje na vysokou koloidélni stabilitu
¢astic. Hodnota PDI s hodnotou 0,22 + 0,06 vykazovala vice homogenni rozloZeni velikosti
¢astic v roztoku.

Poté byl zkouman vliv lyofilizace na fyzikalné-chemické charakteristiky CS:TPP
a CS:TPP/HA ¢éastic. Byla meéfena hydrodynamicka velikost, PDI a zeta potencial.
Nameétené hodnoty u obou typd c¢astic se téméf neliSily od hodnot naméfenych pred
lyofilizaci.

CS:TPP a CS:TPP/HA <dastice byly po lyofilizaci analyzované pomoci SEM
mikroskopie. Analyza byla pilotni studii. Na fotografiich byly patrné jednotlivé Castice,
které mély mnohem mensi velikost ¢astic v porovnani s hodnotami DLS. Pro dalsi analyzy
bych pouzila vys$si koncentraci ¢astic, ptipadné vytvorila vétsi velikost ¢astic a pouzila vice
vzorkll pro porovnani.

V dalsich experimentech byla sledovana mira adsorpce modelového proteinu

ovalbuminu na CS:TPP, CS:TPP/HA c¢astice a na SiO> mikrovldkna. Po optimalizaci
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koncentrace sorbovaného ovalbuminu byla zvolena koncentrace OVA 500 pg/ml. Nejvyssi
ucinnost sorpce OVA mély samotné chitosanové castice (CS:TPP). Z tohoto divodu byly
CS:TPP vybrany pro tvorbu kompozitu s mikrovldkny SiO».

U kompozitu CS:TPP/SiO> byl hodnocen zeta potencial, ktery se zmeénil k jinym
hodnotam, které byly nestabilni. CS:TPP/SiO» byl hodnocen metodou SEM. Céstice byly
detekovany, takze kompozit ziejmé neméni jejich morfologické vlastnosti. Na kompozit
CS:TPP/Si0; bylo nasorbovéano 23,84 % z celkového vlozeného ovalbuminu o koncentraci
500 pg/ml. V porovnani se samotnymi CS:TPP ¢ésticemi jde o téméf stejné mnoZzstvi
a ucinnost sorpce se vazbou SiO; mikrovlaken téméf nezmenila.

CS:TPP a CS:TPP/HA ¢astice a kompozit CS:TPP/SiO> byly pouzity jako nosicové
systémy pro sledovani kinetiky uvolfiovani ovalbuminu z téchto nosi¢li. Nejvice OVA
se uvolnilo z Eerstvych CS:TPP &astic v porovnani s asticemi po lyofilizaci. Castice s HA
v porovnani se samotnymi CS:TPP casticemi uvoliioval téméf stejné mnozstvi OVA.
Nejvétsi mnozstvi ovalbuminu se tedy uvoliiovalo z CS:TPP ¢&astic, poté z kompozitu

CS:TPP/SiO7 a nejméné z CS:TPP/HA.
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